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Introducciôn
Los Smdromes LinfoProliferativos Cronicos (SLPC) de células B constituyen un 
subgrupo de neoplasias linfoides caracterizadas por la acumulaciôn ralentizada de una 
poblaciôn clonal, presumiblemente originada en algün estadio madurativo del linaje B. Las 
neoplasias mas frecuentes que se engloban dentro de estos SPLC son: Leucemia Linfatica 
Crônica (LLC), Linfoma de Células del Manto (LCM), Linfoma Folicular (LF), Linfoma De Células 
Grandes (LDCG), Linfoma de la Zona Marginal (LZM), Linfoma Esplénico de la Zona Marginal 
(LEZM), TriCoLeucemia o leucemia de células vellosas (TCL), Linfoma Linfo-Plasmacitoide (LLP) 
y Mieloma Multiple (M M) {Tabla 1). En general, presentan caracteristicas fenotipicas y 
biolôgicas semejantes a las de las subpoblaciones B de las que, en principio, se originan y por 
ello representan un potencial material de estudio, del que podrian inferirse, directa o 
indirectamente, nuevos conocimientos acerca de aspectos diverses de la biologia del linfocito 
B, no del todo claros o incluso desconocidos, incluyendo la descripciôn de nuevos 
mécanismes moleculares y/o aspectos celulares (Staudt y Dave, 2005). Por tante, desde un 
punto de vista estrictamente cientifico, podriamos decir que estos SPLC representan 
"modèles expérimentales naturales" cuyo estudio podria contribuir al avance del 
conocimiento de la biologia del linfocito B, como de hecho ha ocurrido con otras patologi'as.
Desde esta perspectiva, la Leucemia Linfatica Crônica (LLC), en comparaciôn con otros 
SLPC, présenta ciertas caracteristicas cimicas y moleculares ünicas, le que podria resultar 
especialmente util para profundizar en la biologia del linfocito B maduro. Ademàs, desde el 
punto de vista de la propia enfermedad, existen numerosas "lagunas" cuyo esclarecimiento 
es necesario de cara a su prevenciôn, diagnôstico precoz, pronôstico y tratamiento, como se 
detalla mas adelante. Asi, dentro de los SLPC, la LLC destaca por ser la de mayor 
heterogeneidad en su presentaciôn clinica y evoluciôn, pudiendo manifestarse tanto una 
forma agresiva, con necesidad de tratamiento y con esperanza de vida corta, como una forma 
asintomatica, sin necesidad de tratamiento y con una mayor esperanza de vida, habiéndose 
sugerido la posibilidad de que se tratara de dos enfermedades distintas (Hamblin, 2002; 
D'Arena y cols., 2003). De hecho, en la mayoria de los casos el tratamiento no se inicia tras el 
diagnôstico de la enfermedad, sino que el especialista clfnico se mantiene en actitud de 
"espera y seguimiento" hasta constatar un agravamiento clinico asociado a la enfermedad. 
Actualmente no existen indicadores o marcadores para el diagnôstico precoz de la LLC y 
escasos o poco utiles los de pronôstico, como se detalla mas adelante, por lo que es necesario 
encontrar nuevos o complementarios a los que ya hay (Zenz y cols., 2010a).
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Introducciôn
Una caractenstica diferencial de la LLC en relaciôn a otros SLPC, es su potencial 
capacidad de diseminacion a un amplio espectro de tejidos, principalmente linfoides, asi 
como su acumulaciôn en la sangre periférica de todos los pacientes (Bertilacclo y cols., 2010). 
Clasicamente, las células 6 -LLC han sido estudiadas como células con una alta capacidad de 
invasiôn tisular (Ghia y Caligaris-Cappio, 2000; Hamblin, 2002; D'Arena y cols., 2003; Keating y 
cols., 2003; Ghia y Caligaris-Cappio, 2006; Ghia y cols., 2008). Sin embargo, a pesar de esta 
supuesta alta capacidad invasiva y su graduai acumulaciôn pausada en la sangre periférica de 
todos los pacientes, ésta no siempre va acompanada de su diseminaciôn, sugiriendo que sôlo 
en determinadas circunstancias las B-LLC podrian infiltrar los ôrganos. Por razones totalmente 
desconocidas hasta la fecha, la enfermedad puede mantenerse estable durante mucho 
tiempo o progresar, tanto desde un punto de vista espacial, con la colonizaciôn de nuevos 
territorios (diseminaciôn), como temporal, comenzando un nuevo ritmo de evoluciôn, ambos 
actualmente impredecibles. En este sentido, la capacidad de migraciôn de estas células ha 
sido materia de intenso estudio durante ahos, dado que la colonizaciôn de compartimentes 
tisulares podria contribuir al agravamiento de la enfermedad (Ghia y Caligaris-Cappio, 2000; 
Hamblin, 2002; D'Arena y cols., 2003; Keating y cols., 2003; Munk Pedersen y Reed, 2004; 
Ghia y Caligaris-Cappio, 2006; Ghia y cois., 2008). Asi, mientras que la infiltraciôn de médula 
ôsea se da en todos los pacientes, otros tejidos como ganglios linfaticos, bazo o higado, 
pueden infiltrarse o no sugiriendo la existencia de factores y/o mécanismes moleculares aün 
desconocidos que podrian mediar en este proceso (Ghia y Caligaris-Cappio, 2000; Hamblin, 
2002; D'Arena y cois., 2003; Keating y cois., 2003; Ghia y Caligaris-Cappio, 2006; Ghia y cois.,
2008). En los tejidos linfoides infiltrados por las B-LLC, éstas se organizan en estructuras 
denominadas centres proliferativos o pseudofoliculos, que representan focos de proliferaciôn 
y supervivencia de las células leucémicas (Ghia y Caligaris-Cappio, 2000; Hamblin, 2002; 
D'Arena y cois., 2003; Keating y cois., 2003; Munk Pedersen y Reed, 2004; Ghia y Caligaris- 
Cappio, 2006; Ghia y cois., 2008) y, donde presumiblemente, se salvaguardan de las terapias 
(Munk Pedersen y Reed, 2004; O'Brien y Kay, 2011). Otra consecuencia de la infiltraciôn de 
tejidos es que altera la normal fisiologia del ôrgano lo que, en el case de tejidos linfoides, 
podria contribuir a las alteraciones inmunolôgicas y hematolôgicas observadas en algunos 
pacientes como inmunodeficiencias, procesos autoinmunes, anemia y/o trombocitopenia 
(Ghia y Caligaris-Cappio, 2000; Hambiin, 2002; D'Arena y cois., 2003; Keating y cois., 2003; 
Ghia y Caligaris-Cappio, 2006; Ghia y cois., 2008). Por tanto, parece clave ahondar en los
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mecanismos de migraciôn de las B-LLC dado que terapias dirigidas a bloquearlos podrian, 
potencialmente, évitar su diseminaciôn.
Otro aspecto del mayor interés en la LLC es el de que su aparente resistencia a 
apoptosis in vivo (revisado en Caiigaris-Cappio, 2000) no se trasiada a la condiciôn in vitro 
(Coiiins y cois., 1989; McConkey y cois., 1991), sugiriendo que determinados factores solubles 
(Jabionska y cois., 2005; hiock y cois., 2006; Moiica y cois., 2006) y seguramente otros aün no 
identificados en el suero, o el contacte con ciertas poblaciones celulares (Panayiotidis y cois., 
1996; Lagneaux y cois., 1998; Pedersen y cois., 2002; Tsukada y cois., 2002; Piander y cois.,
2009), incluidos los propios endotelios (Buggins y cois., 2010), podrian contribuir a su 
supervivencia in vivo. Sin embargo, a fecha de hoy, no existe una explicaciôn definitiva a este 
fenômeno, por lo que continua siendo materia de intenso debate, como detallaremos mas 
adelante.
Parecia clara, por tanto, la necesidad de nuevos y/o mejores marcadores de 
pronôstico de cara a la enfermedad, complementarios o anadidos a los ya existentes, asi 
como el estudio de nuevos mecanismos moleculares que expliquen la patobiologia de la 
enfermedad. En este sentido, la familia de receptores tirosina quinasa Eph y ephrin (EFN), se 
postulaban como posibles candidatos por su presencia en sistema inmune y su papel 
creciente en cancer (Pasquaie, 2005; Wimmer-Kieikamp y Lackmann, 2005; Chen y cois., 
2008; Jones y cois., 2008; Pasquaie, 2008). Esta familia de moléculas participa en mecanismos 
de atracciôn/repulsiôn celular, a través de la regulaciôn del citoesqueleto y otras moléculas 
de adhesiôn, y también esta implicada en quimiotaxis, afectando, directa o indirectamente, a 
multitud de procesos celulares en los que el posicionamiento celular es clave como durante la 
morfogénesis (revisado en Watanabe y Takahashi, 2010), la determinaciôn del patrôn 
axônico o de la vascularizaciôn (revisado en Feidheim y O'Leary, 2010), la angiogénesis 
(revisado en Fiiratsuka, 2011) y también en otros ambitos celulares, quiza menos conocidos, 
como la supervivencia, la proliferaciôn y la fisiologia tisular (revisado en Friedman y O'Leary, 
1996).
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1.- La LLC: clinica, patobiologia y lagunas de conocimiento abordados en el présente trabajo
La LLC es el SLPC més frecuen te  en la poblaciôn occidental, rep resen tando  mas del 
30%  de todas las leucem ias, con una incidencia de 1,5 casos por cada 1 0 0 .0 0 0  habitan tes al 
aho. Su m anifestaciôn  clinica esta m uy asociada a la edad, con una m ediana superio r a los 60  
ahos, aunque su diagnôstico en individuos de m enor edad es cada vez mas frecu en te  
(M o ren o  y M o n tserra t, 2 0 0 8 ). H ab itu a lm en te , el diagnôstico com ienza tras la observaciôn de 
una linfocitosis superior a S x IO V l en sangre periférica de fo rm a m anten ida  y se confirm a  
m ed ian te  c itom etria  de flu jo , en base a los criterios fenotip icos m ostrados en la Tabla 1.
Tabla 1. Caracteristicas Fenotipicas de los Sindromes LinfoProliferativos Cronicos.
^ ^ ^ ^ fe rm ed a d
Marcadores^^^^^
LLC LCM LF LDCG LZM LEZM TCL LLP M M
CD19 + + + + + + + + -/+
CD20 d é b il + + + + + + + -
CD22 débil + + + + +/++ ++ + -
FMC7 - /d é b il + + + + + + + -
CD5 + + -/+ -/+ - -/+ - -/+ -
CD23 + - -/+ -/+ - -/+ - -/+ -
CDIO - - +/- -/+ - - - - -
Leyenda: ++ 100% positivas; + >90% positivas; - > 90% negativas; -/+  con m ayor frecuencia las células 
son negativas; + /- con mayor frecuencia las células son positivas. LCM: Linfoma de células del manto; 
LF: Linfoma Folicular; LDCG: Linfoma De Células Grandes; LZM: Linfomas de la zona marginal; LEZM: 
Linfoma Esplénico de la Zona M arginal; TCL: Tricoleucemia o leucemia de células vellosas; LLP: 
Linfoma Linfo-Plasmacitoide; M M : M ielom a M ultiple.
Las células B-LLC periféricas presentan fe n o tip o  de lin focito  B m aduros {Tabla 1), 
caracterizados por una fu e rte  positividad para CD19 {Anexo I) y d éb ilm en te  de CD20 y CD22 
{Anexo /), m ientras  que FM C7 (ep ito p o  de C D20) (Deans y Polyak, 2 0 0 8 )  puede estar ausente  
o expresado d éb ilm en te . De fo rm a caracteristica, las células B-LLC sobreexpresan el antigeno  
CDS {Anexo  /), un m arcador h ab itu a lm ente  ausente  en la poblaciôn B sana y que p erm ite  su 
diagnôstico d iferencial y el de LCM fre n te  a otros tipos de SLPC tipo  B {Tabla 1). Es tam bién  
caracteristica la expresiôn de CD23 {Anexo I) en LLC, p erm itien d o  la d iferenciaciôn  fenotip ica  
con LCM, adem as de los m arcadores CD20, CD22 y FM C 7, que el caso de la LCM m uestran  
fu e rte  expresiôn. Las B-LLC no expresan el antigeno  C D IO  {Anexo /), lo que p erm ite
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distinguirla de otros SLPC tipo B, que en ocasiones son CD5\ como algunos casos de LF o de 
LDCG.
Los factores pronôstico utilizados en la LLC son el estadio de la enfermedad (R ai y 
cols., 1 9 7 5 ; B inet y cols., 1 9 8 1 ), ciertos marcadores de carga tumoral, como timidina quinasa 
(TK, Thym idine Kinase) y (32-microglobulina ((32-MG), la expresiôn de ciertas proteinas, como 
CD38 {Anexo I) y ZAP70, y parametros genéticos, incluido el estado mutacional de IgVH 
(segmento variable de los genes de la cadena pesada de inmunoglobulinas), las alteraciones 
genômicas y las mutaciones de genes individuales (H allek  y cols., 1 999 ; Oscier y cols., 20 0 2 ;  
M o re n o  y M o n ts e rra t, 2 0 0 8 ; W ierda  y cols., 2 0 0 9 ; Zenz y cols., 2010b ).
1.1.- Clasificaciôn cimica en la LLC.
Clasicamente se han utilizado dos criterios de clasificaciôn clinica originalmente 
establecidos por Rai o Binet (Rai y cols., 1 975 ; B inet y cols., 1981 ), basados en la 
sintomatologfa presentada por los pacientes {Tabla 2  y 3).
Tabla 2. Criteria de Clasificaciôn segûn Rai para LLC.
Rai Linfocitosis Linfoadenopatia
Esplenomegalia/
Hepatomegalia Anémia Trombocitopenia
Estadio 0 >15.000 mm^ No No No No
Estadio 1 >15.000 mm^ Si No No No
Estadio 2 >15.000 mm^ Sio No Si No No
Estadio 3 >15.000 mm^ Si o No Si 0 No Si, H b < llg /d L No
Estadio 4 >15.0(X) mm^ Si o No Si 0 No Si 0 No Si<100.000mm^
Tabla 3. Criteria de Clasificaciôn segûn Binet para LLC.
Binet Linfocitosis Anemia o 
Trombocitopenia
Areas linfoides afectadas Correspondencia con 
Clasificaciôn Rai
A >15.000 mm^ No Menos de 3 Estadio 0, i y II
B >15.000 mm^ No Igual 0 Mas de 3 Estadio 1 y II
C >15.000 mm^ Si Independiente Estadio III y IV
[N o ta : las areas linfoides incluyen los ganglios linfaticos cervical, axilar, ingu inal y bazo]
Introducciôn
En ambas clasificaciones, la anemia y la trombocitopenia son las principales variables 
de pronôstico adverso. La presencia de linfoadenopatias (engrosamiento >1.00 cm) y su 
numéro représenta una condiciôn clinica adversa no del todo relacionada con un peor 
pronôstico. La clasificaciôn Binet considéra el numéro de areas linfoides afectadas y la 
insuficiencia de médula ôsea; su beneficio principal dériva del reconocimiento de una forma 
predominantemente esplénica de la enfermedad, la cual puede tener un mejor pronôstico 
que en la clasificaciôn Rai, y del reconocimiento que la presencia de anemia o 
trombocitopenia tiene un pronôstico similar y no merece un estadio separado. Ninguno de 
los sistemas sépara las causas inmunes de las causas no inmunes en relaciôn a la citopenia. 
Pacientes con trombocitopenia o anemia, o ambos, como resultado de infiltraciôn masiva de 
la médula ôsea y producciôn celular alterada (Rai lll/IV, Binet C) tienen un peor pronôstico 
que los pacientes con citopenias inmunes. El International Workshop on Chronic Lymphocytic 
Leukemia ha recomendado la integraciôn de la clasificaciôn Rai y Binet de la siguiente 
manera; A(0), A(l), A(ll); B(l), B(ll); y C(lll), C(IV) (Zwiebel y Cheson, 1998). Posteriormente, la 
clasificaciôn Rai fue modificada en estadios de riesgo de la siguiente manera (Rai y Han,
1990): riesgo bajo (Rai 0), riesgo intermedio (Rai 1-2) y riesgo alto (Rai 3-4) y sera la utilizada 
en esta tesis.
1.2.- Marcadores de carga tumoral
La carga tumoral y otros parametros de actividad de la enfermedad han mostrado su 
importancia como factores pronôstico en LLC taies como el recuento leucocitario en sangre 
periférica, su tiempo de duplicaciôn, los niveles séricos de Lactato DesHidrogenasa (LDH) o el 
patrôn de infiltraciôn celular en Médula Ôsea (MO) (revisado en Seiler y cols., 2006). Los 
niveles elevados de LDH y el alto numéro de linfocitos se asocian con la actividad de la 
enfermedad. Aunque correlaciona con el estadio clinico, el tiempo de duplicaciôn de 
linfocitos se demostrô que podia tener un significado pronôstico en si mismo: tiempo de 
duplicaciôn de linfocitos de 12 meses o inferior identifica a una poblaciôn de pacientes con 
mal pronôstico (Montserrat y cols., 1986). La infiltraciôn de MO por linfocitos ha sido 
considerada en relaciôn a su impacto en el pronôstico. Varios estudios mostraron que los 
casos con infiltraciôn difusa de MO presentaban un peor pronôstico en comparaciôn con los 
casos que presentaban un patrôn nodular (Rozman y cols., 1984). Los analisis mas recientes 
sugieren, sin embargo, que el patrôn de infiltraciôn de MO sôlo, no puede ser tomado como
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un factor pronôstico independiente, sino considerando otros marcadores genéticos 
importantes (Zenz y cols., 2010a). Una serie de parametros serolôgicos, taies como TK y P2- 
MG pueden ser utiles en relaciôn con la actividad de la enfermedad (Kantarjian y cols., 1992; 
Hallek y cols., 1999; Wierda y cols., 2009). Los niveles de TK se correlacionan con la actividad 
proliferativa de las células B-LLC, de forma que niveles elevados podrian predecir la 
progresiôn de la enfermedad. Niveles séricos de p2-MG, una protema extracelular asociada 
con las moléculas de clase I del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, Mayor 
Histocompatibility Complex), correlacionan también con el estadio clinico de los pacientes.
En ningün caso, sin embargo, los marcadores mencionados hasta aqui pueden ser 
utilizados de forma aislada, ni resultan déterminantes en el pronôstico, sino que, mas bien, 
son utilizados en la practica cimica como indicadores para el inicio de tratamiento.
1.3.- Receptor de células B (BcR), estado mutacional de IgVH y LLC
Las respuestas de células B al antigeno estan mediadas por su receptor antigénico 
(BcR, B cell Receptor), presente en las células B, normales y malignas. Las células B portan 
distintos BcR basados en la combinaciôn de segmentes de genes variables V, D, J (cadena 
pesada) y V, J (cadena ligera) (Klein y Dalla-Favera, 2008). El répertorie posible de BcR 
aumenta exponencialmente por la introducciôn de hipermutaciones somaticas que acontecen 
en los centres germinales (Klein y Dalla-Favera, 2008). En 1999, se relacionô el pronôstico de 
la enfermedad con la mutaciôn de los genes Vh de Ig (IgVn), convirtiéndose éste en el 
marcador de pronôstico mas predictive (Hamblin y cols., 1999). Atendiendo al grade de 
hipermutaciôn somatica de IgVn, la LLC puede ser clasificada como mutada (mejor pronôstico) 
o no mutada (peor pronôstico) (Fais y cols., 1998; Damie y cols., 1999; Hamblin y cols., 1999). 
Esta discriminaciôn entre mutadas y no mutadas, se basa en identidades de secuencia 
nucleotidica en relaciôn a la germinal, habiéndose encontrado que un valor de corte del 98% 
de homologia con la secuencia germinal discrimina grupos de pacientes que presentan un 
curso clinico extremadamente diferente (Fais y cols., 1998; DamIe y cols., 1999; Hamblin y 
cols., 1999; Krober y cols., 2002). Los pacientes que presentan B-LLC con IgVn no mutada 
siguen una evoluciôn desfavorable, con rapida progresiôn y muerte prematura, mientras que 
los pacientes que presentan B-LLC con IgV  ^ mutado a menudo muestran progresiôn lenta y 
larga supervivencia. Por tanto, el estado de mutaciôn de IgVn es cimicamente relevante, ya
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que predice el riesgo de progresiôn de la enfermedad en pacientes de LLC (Damie y cols., 
1999; Hamblin y cols., 1999; Krober y cols., 2002).
1.4.- Marcadores subrogados
No obstante, la determinaciôn de la condiciôn de mutaciôn IgVn, no se usa 
normalmente en la practica clinica, por lo que se buscan "marcadores indirectes" 
(subrogados) que estén estrechamente correlacionados con el estado de mutaciôn IgVn y que 
sean de mas facil determinaciôn en la practica. El mas ampliamente utilizado en la actualidad 
es la expresiôn de ZAP-70 {Zeta-Associated Protein of 70 kDa), identificado en estudios de 
perfiles de expresiôn génica en algunos pacientes LLC (revisado en Zenz y cols., 2010a). ZAP- 
70 es una molécula involucrada en la sehalizaciôn del receptor antigénico de células T. Uno de 
los primeros estudios al respecto (Crespo y cols., 2003), sehalaba que los niveles de ZAP-70 
determinados mediante citometria de flujo, separan distintos grupos-pronôstico de pacientes 
LLC Binet A con un comportamiento clinico similar. Los pacientes que mostraron al menos un 
20% de células positivas para ZAP-70, no presentaban mutaciôn de IgVn; mientras que los que 
mostraron un porcentaje de expresiôn menor o nulo de esta protema, presentaban 
mutaciones de IgVn. Esta capacidad predictiva de ZAP-70 ha sido confirmada después en 
numerosos estudios (Orchard y cols., 2004; Rassenti y cols., 2004; Krober y cols., 2006).
Cualquier nuevo marcador de pronôstico debe relacionarse con los marcadores ya 
conocidos para, de este modo, poder définir su dependencia o independencia de otros 
marcadores. Varios estudios han demostrado una fuerte asociaciôn entre alta expresiôn de 
ZAP-70, ausencia de mutaciôn IgV  ^ y funciôn del BcR (Rassenti y cols., 2004; Krober y cols., 
2006; Rassenti y cols., 2008); no obstante, se han observado casos discordantes entre la 
expresiôn de ZAP-70 y el estado de mutaciôn de IgVn, coincidiendo estas discordancias con la 
presencia de alteraciones génicas de alto riesgo (Krober y cols., 2006). En ausencia de estas 
alteraciones genômicas de alto riesgo, el estado de IgVn y ZAP-70 puede ser aplicado 
alternativamente. Un problema sobre la determinaciôn de ZAP-70 en la practica cimica lo 
constituye la estandarizaciôn de un ensayo de citometria para su mediciôn; como 
alternativas, se sugieren otros métodos, como la determinaciôn de la metilaciôn de ZAP-70 o
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la cuantificaciôn de los niveles de sus transcrites, ARNm, cuya estandarizaciôn es mas sencilla 
(Corcoran y cols., 2 0 0 5 ).
Otro marcador cuya determinaciôn fenotipica résulta sencilla es la expresiôn de CD38 
medida por citometria de flujo. Una baja expresiôn de este antigeno se asociô con la 
presencia de mutaciones igVn (D a m ie  y cols., 1 9 9 9 ), aunque estudios posteriores confirmaron 
que este marcador no tenia tanta capacidad predictiva como el estado mutacional de IgVn 
(Ib rah im  y cols., 2 0 0 1 ).
1.5.- Alteraciones genômicas y mutaciones genéticos
Aproximadamente un 80% de casos LLC presentan alteraciones en unas pocas 
regiones cromosômicas de forma récurrente (D ohner y cols., 2 0 0 0 ; Zenz y cols., 2 0 1 0 b ) (Tabla  
4). Los grupos de LLC con igVn, tanto mutado como sin mutaciôn, comparten alteraciones 
genômicas pero la incidencia de las aberraciones de alto riesgo (deleciones l lq  ô 17p) es 
mayor en las formas de la enfermedad con igVn no mutada. A pesar de que en el momento 
del diagnôstico clinico raramente se detectan anomalias cariotipicas, al igual que ocurre con 
otras neoplasias, a lo largo del tiempo y como consecuencia del descontrolado aumento de 
los ciclos de divisiôn éstas suelen aparecer, habiéndose observado tanto pérdidas 
(monoalélicas y bialélicas) como ganancias (duplicaciones, amplificaciones y trisomias). Las 
anomalias mâs frecuentes son las deleciones 13ql4, Hq22-q23, 17pl3 y 6q21 junto con la 
trisomia 12ql3 (S tilgenbauer y cols., 20 0 2 ).
Tabla 4. Impacto clinico de la aberraciones genômicas en LLC
Aberraciôn Incidencia
Supervivencia Libre 
de Progresiôn (meses)
Supervivencia Global 
(meses)
No aberraciôn 25% 70,6 No alcanzado
del 13ql4 36% 62,3 80,8
del llq 2 3 21% 43,8 73,7
+12 14% 41,9 No alcanzado
del 17pl3 5% 19,2 19,2
t14q32 5,6% 21,8 No alcanzado
Esta tabla se corresponde al ensayo CLL4 alemàn, revisado en Zenz y cols., 2010°. 
Leyenda: del: deleciôn; +: trisom ia; t: translocaciôn.
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Aunque para algunas de estas deleciones se desconoce su consecuencia, para otras de 
ellas SI es conocida, como que la deleciôn (del)llq22-23 implica la ausencia de ATM (Ataxia 
Telangiectaria Mutated) y la dell7p l3  implica la de p53. Una consecuencia dramâtica de 
estas anomalias cariotipicas es que pueden conducir a variantes mas peligrosas de la 
enfermedad mas dificiles de tratar (Keating y cols., 2003).
1.6.- Patobiologia de la LLC
La etiologia de la LLC, a diferencia de la del resto de leucemias tipo B, hoy por hoy no 
parece estar relacionada con alteraciones genéticas como consecuencia de radiaciones, 
agentes quimicos o citostâticos, transformaciones virales o como consecuencia de 
mutaciones originadas en procesos de recombinaciôn somatica como los que tienen lugar en 
distintos momentos de la biologia del linfocito B. Aunque se considéra una enfermedad 
adquirida, recientemente se han aportado nuevos datos que reflejan una mayor incidencia de 
LLC en determinadas familias (Rawstron y cols., 2002), lo que parece indicar que se pueda 
heredar la susceptibilidad a desarrollarla. En un porcentaje relativamente alto de pacientes y 
en un porcentaje variable de células B-LLC, se detectan alteraciones citogenéticas (Tabla 4), 
cuya presencia podria estar relacionada con la maduraciôn o envejecimiento de la 
enfermedad y, en algunos casos, su agravamiento pero no ha podido determinarse hasta la 
fecha como origen mismo de ella.
En este sentido, los datos actuales apuntan a que las células leucémicas de ambos 
grupos de pacientes LLC tienen una procedencia comün, a partir de linfocitos maduros que 
han tenido una experiencia antigénica y que son inmunolôgicamente compétentes. Asi, 
basandose en mediciones de longitud de telômeros (Hultdin y cols., 2003; Keating y cols., 
2003; Damie y cols., 2004) y estudios in vivo, en pacientes a los que se les suministra agua 
deuterada (Hellerstein y Neese, 1999; Messmer y cols., 2005), se ha propuesto que la LLC no 
es un proceso pasivo de acumulaciôn de células resistentes a muerte, como se apuntaba 
tradicionalmente (Dameshek, 1967), sino un proceso dinamico de proliferaciôn/muerte 
(Keating y cols., 2003).
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La enfermedad por tanto, podria tener su origen en un componente antigénico aün 
por determinar, presumiblemente asociado a infecciones, virales o bacterianas (Chiorazzi y 
cols., 2005; Rosen y cols., 2010), que podria servir de condicionante en su posterior 
desarrollo, comùnmente en individuos de edad avanzada (>60 ahos) por lo que podria existir 
cierto grado de asociaciôn con el envejecimiento del sistema inmune. La presencia de BcR 
estereotipados, uso preferencial de ciertos segmentos VDJ y similitud de CDR3 (tercera regiôn 
déterminante de la complementariedad. Complementarity Determining Region), en muestras 
LLC de pacientes no emparentados, asi como la presencia de BcR autoreactivos (Herve y cols., 
2005; Buhier y cols., 2010), apoyan aün mas la teoria de una "respuesta inmune" antigeno 
especifica en el origen de la LLC (Ghia y Caligaris-Cappio, 2006; Tobin y cols., 2006; Binder y 
cols., 2010). Recientemente, se ha descrito la presencia en un bajo porcentaje de individuos 
adultos de una linfocitosis monoclonal B de caracteristicas semejantes a B-LLC (Nieto y cols., 
2009; Shim y cols., 2010; Almeida y cols., 2011), que podria tener relaciôn con el posterior 
desarrollo de esta enfermedad bajo ciertos condicionantes aün desconocidos, como la edad o 
las infecciones anteriormente sehaladas.
Por otra parte, es importante remarcar la importancia de los microambientes donde 
se desarrollan y sobreviven las B-LLC en la patogenia de la enfermedad. Si bien se desconoce 
en gran medida la naturaleza celular y molecular de estos microambientes, especialmente en 
el origen de la enfermedad, podrian estar relacionados con los denominados centros 
linfoproliferativos o pseudofoliculos que aparecen en médula ôsea y ganglios linfaticos. Taies 
centros estan enriquecidos en células B-LLC en divisiôn, parecen jugar un papel clave en la 
supervivencia de la enfermedad (Munk Pedersen y Reed, 2004) y, presumiblemente, en su 
"diferenciaciôn" (Patten y cols., 2008). Por ejemplo, podrian contribuir a la generaciôn de las 
alteraciones cromosômicas que acabamos de detallar, algunas de ellas muy frecuentes pero 
con distinto grado de repercusiôn (Klein y Dalla-Favera, 2010), y otras denominadas "raras" 
por su baja frecuencia, pero que en conjunto contribuyen a la heterogeneidad de esta 
enfermedad. Alternativamente, los microambientes podrian jugar un papel clave en la 
resistencia a tratamiento, la apariciôn de récidivas o, incluso, la transformaciôn de la LLC en 
variantes mas agresivas como LDCBG (Linfoma Difuso de Células B Grandes) o la llamada 
transformaciôn de Richter (Fangazio y cols., 2011). El supuesto defecto en apoptosis indicado 
como causa de la acumulaciôn pasiva de estos linfocitos B en sangre periférica (Dameshek, 
1967; Dighiero y cols., 1991; Caligaris-Cappio, 2000), fue cuestionado por estudios in vitro en
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los que este defecto no se encontre (Collins y cols., 1989; McConkey y cols., 1991), 
sehalandose nuevamente al microambiente como el responsable de proporcionar seriales de 
supervivencia al linfocito B leucémico (Ghia y Caligaris-Cappio, 2000; Munk Pedersen y Reed, 
2004). A este respecto, se han sehalado numerosos tipos celulares capaces de suministrar 
estas sehales de supervivencia al linfocito B-LLC: células T (Piander y cols., 2009), células 
dendriticas (Pedersen y cols., 2002), NLC (NurseLike Cells) (Tsukada y cols., 2002), células 
estromales de médula ôsea (Panayiotidis y cols., 1996; Lagneaux y cols., 1998) y células 
endoteliales (Long y cols., 1995; Moreno y cols., 2001; Zucchetto y cols., 2009; Buggins y cols., 
2010). En este contexto, las sehales bi-direccionales entre los linfocitos leucémicos y las 
células no transformadas podrian permitir el establecimiento de un microambiente anormal, 
siendo este capaz de inhibir la apoptosis de la células B neoplasicas y/o salvaguardando a 
éstas de los tratamientos citotôxicos (Munk Pedersen y Reed, 2004). Algunas de estas células 
ejercen su acciôn protectora mediante la expresiôn de quimiocinas y citocinas, como las NLC 
y las células estromales de médula, que expresan altos niveles de SDF-la [Stromal cell 
Derivated Factor-1 también denominada CXCL12) (Burger y cols., 2000). Una posible 
explicaciôn séria que las células B-LLC recirculan desde la sangre a través de los tejidos 
linfoides secundarios y vuelven a la circulaciôn en respuesta a quimiocinas como SDF-la, 
CXCL13, CCL21 y/o CCL19 (Burger y Kipps, 2002), de manera que esta atracciôn facilita que las 
células leucémicas vuelvan a recibir estimulos de supervivencia por parte de estas células y de 
otros elementos estromales, si bien esta hipôtesis no ha sido definitivamente aceptada.
Todas estas evidencias ponen de manifiesto la importancia del estudio de la migraciôn 
de las B-LLC a tejidos por su papel déterminante en la patobiologia de la enfermedad.
1.6.1.- LLC y migraciôn
La linfocitosis, una seha de identidad de la LLC, no siempre va acompahada de 
numéros elevados de estas células leucémicas en los tejidos linfoides secundarios, algo que 
cabria esperar si estas células présenta ran una capacidad de recirculaciôn normal como la de 
B sa nas, sugiriendo, por tanto, que las B-LLC podrian tener alterados los mecanismos 
normales de recirculaciôn. De hecho, en ausencia de linfoadenopatias patentes, las células B- 
LLC estan ausentes o en un numéro muy bajo en los tejidos linfoides examinados (Hamblin,
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2002; Moreno y Montserrat, 2008). De acuerdo con esta hipôtesis, distintas evidencias tanto 
in vivo (Bazerbashi y cois., 1978; Dormer y cols., 1983) como in vitro (Chen y cols., 1999), 
indicaban indirectamente que las células B-LLC migraban escasamente a los tejidos linfoides.
En la condiciôn normal, el trafico de linfocitos entre la sangre y los ôrganos linfoides 
es un proceso esencial para asegurar la homeostasis linfoide (Aurrand-Lions y cols., 2002b; 
Luster y cols., 2005; Bajenoffy cols., 2007; Germain y cols., 2008). Los linfocitos migran desde 
la sangre hacia los tejidos y desde estos al torrente circulatorio a nivel de estructuras 
vasculares especializadas llamadas vénulas de endotelio alto (HEV, Fligh Endothelial Venules). 
Estas estructuras expresan la maquinaria molecular necesaria para adecuar la migraciôn 
transendothelial (TEM, TransEndothelial Migration) de los linfocitos tras un proceso de 
intercambio de sehales moleculares (Luster y cols., 2005) {Figura 1). En muchos estados 
patolôgicos, la migraciôn leucocitaria puede tener lugar a nivel de vénulas endoteliales que 
son estimuladas localmente via distintas sehales, incluyendo citocinas pro-inflamatorias 
(Luster y cols., 2005; Rodrigo Mora y Von Andrian, 2006).
Durante la extravasaciôn, los linfocitos y células endoteliales intercambian sehales 
bidireccionales que dan lugar a modificaciones reciprocas en su comportamiento (Alan y 
Luscinskas, 2004; Muller, 2009; Wittchen, 2009) {Figura 1). Actualmente, el proceso de 
extravasaciôn es entendido como una cascada de pasos de adhesiôn entre ambos tipos 
celulares que incluyen los siguientes contactos linfocito-endotelio: (1) rodamiento e 
inmovilizaciôn; (2) adhesiôn firme; (3) rastreo; y (4) diapédesis o transmigraciôn, seguido de 
invasiôn tisular (Dunon y cols., 1996; Aurrand-Lions y cols., 2002a; Imhof y Aurrand-Lions, 
2004; Luster y cols., 2005).
Quimiocinas en la superficie luminal de las células endoteliales pueden activar sus 
receptores en los linfocitos rodantes lo que dispara la adhesiôn firme a través de integrinas 
(Springer, 1994; Campbell y cols., 1998). Entre las quimiocinas estudiadas por su implicaciôn 
en la migraciôn de linfocitos B, las B-LLC migran en respuesta a gradientes de CCL19 y CCL21, 
apuntando a CCR7 como receptor funcional de quimiocinas en B-LLC (Till y cols., 2002; Lopez- 
Giral y cols., 2004). Algunos datos sugieren que los niveles de expresiôn de CCR7 en las B-LLC 
podrian correlacionar con la linfoadenopatia (Till y cols., 2002; Lopez-Giral y cols., 2004) y con
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la expresiôn de ZAP-70 y CD38 (Richardson y cols., 2 0 06 ). Adem as, rec ien tem en te  se encontrô  
que anticuerpos anti-CCR7 (an ti-, se abreviara com o a -)  podfan causar c itotoxicidad  
d epend iente  de co m plem ento  contra células B-LLC representando, por tan to , una diana  
potencial para la elim inaciôn de estas células (Lopez-Giral y cols., 2004 ). En conjunto, estos 
trabajos sugieren que CCR7 podria jugar un papel critico en el trafico y m igraciôn de células B- 
LLC a los tejidos linfoides. O tra quim iocina descrita en LLC y migraciôn a tejidos es S D F -la  y su 
principal receptor, CXCR4 (B urger y cols., 1999 ; Till y cols., 2002 ; Trentin y cols., 2 0 0 4 ). 
Tam bién la expresiôn de CXCR5 en células B-LLC ha sido asociada func ionalm ente  con la 
migraciôn de éstas en respuesta al ligando CXCL13, si bien su papel en la extravasaciôn no ha 
sido to ta lm en te  dem ostrado.
Linfocito
Diapédesis
Rodamiento e 
Inmovilizaciôn
Linfocito
activado Adhesiôn
Luz del vaso
Tejido Celula endotelial
Extravasaciôn
Quimioouinas
Integrinas
‘•fit
Figura 1. Migraciôn de los linfocitos B. Los linfocitos atraidos por quimiocinas, tienden 
a abandonar la luz del vaso, en direcciôn al origen de producciôn de esas mismas 
quimiocinas, hacia una concentraciôn mayor. Los primeros contactos con las células 
endoteliales provocan la activaciôn de los dos tipos celulares implicados. Las selectinas 
intervienen principalmente en las primeras fases de la migraciôn linfocitaria, mientras 
que las integrinas, que estan présentes durante todo el proceso, cobra n especial 
importancia en las ultimas. Adaptado de Kinashi, 2005.
Otras moléculas de adhesiôn im plicadas en el transite  linfocitario , parecen ser 
im portantes tam bién  para la m igraciôn de B-LLC. Asi, las B-LLC expresan varias integrinas (De  
Rossi y cols., 1993 ; V incent y cols., 1 996 ) com o la subunidad (31, expresada constitu tivam ente, 
y las subunidades a 3 , a 4  y a 5  que se expresan de m anera variable. De ellas, la integrina a 4 p l  
parece ser necesaria para la m igraciôn transendothe lia l y su expresiôn ha sido relacionada
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con linfoadenopatia (TU! y cols., 2002). No obstante, las B-LLC expresan niveles realmente 
bajos de las mismas como ha sido recientemente demostrado (Hartmann y cols., 2009). 
Ademas, las células B-LLC presentan niveles de expresiôn variables de selectinas como CD62L 
{Anexo I) (Jewell y Yong, 1997) cuyo papel en la diapédesis in vitro de LLC ha sido sugerido 
(Chen y cols., 1999). Otra molécula fuertemente expresada en las células B-LLC es CD44 
{Anexo I) (De Rossi y cols., 1997; Eisterer y cols., 2004) habiendo sido correlacionados sus 
niveles en suero con un peor pronôstico de la enfermedad (De Rossi y cols., 1997; Eisterer y 
cols., 2004).
Como comentabamos al inicio de este apartado, a pesar de todas estas evidencias no 
quedaba definitivamente claro si las B-LLC realmente migran "correctamente" o si, a pesar de 
portar numerosas moléculas implicadas en la migraciôn normal de linfocitos a tejidos 
linfoides secundarios, podrian presentar un comportamiento alterado.
1 .6 .2 .-LLC y supervivencia
Clasicamente, como comentabamos anteriormente, la LLC habia sido considerada 
como una acumulaciôn graduai de células leucémicas resistentes a muerte celular lo que 
podria explicar su acumulaciôn en sangre (Dameshek, 1967; Dighiero y cols., 1991; Caligaris- 
Cappio, 2000). Sin embargo, este concepto cambiô posteriormente al observarse que las 
células leucémicas morian rapidamente en cultivo (Collins y cols., 1989; McConkey y cols.,
1991). En este sentido, diversos estudios han tratado de determinar qué factores median en 
la supervivencia de las B-LLC en el individuo incluyendo el conta cto con diversos tipos 
celulares como células T (Piander y cols., 2009), células dendriticas (Pedersen y cols., 2002), 
NLC {NurseLike Cells) (Tsukada y cols., 2002), células estromales de médula ôsea (Panayiotidis 
y cols., 1996; Lagneaux y cols., 1998) y células endoteliales (Long y cols., 1995; Moreno y cols., 
2001; Zucchetto y cols., 2009; Buggins y cols., 2010); distintos componentes de la matriz 
extracelular, como fibronectina, y distintos factores solubles liberados, principalmente, por 
los tipos celulares anteriormente mencionados, incluyendo IL-6 y IL-8 (interleuquinas 6 y 8), 
VEGF {Vascular Endothelial Growth Factor), TNF-a {Tumor Necrosis Factor-a) (Mainou-Fowler 
y Prentice, 1996; Reittie y cols., 1996; Moreno y cols., 2001; Munk Pedersen y Reed, 2004), 
pero también factores solubles liberados por las propias B-LLC como IL-7 (Long y cols., 1995) o
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MMP-9 (Redondo-Munoz y cols., 2010). Sin embargo, en el suero de pacientes con LLC no se 
han encontrado factores solubles como los mencionados, que permitan per se la 
supervivencia de B-LLC en cultivo in vitro. Es posible, por tanto, que una combinaciôn de 
ambos, contactos celulares y factores solubles, sean necesarios para prévenir la apoptosis de 
las B-LLC in vivo.
Algunos autores habian planteado, pero no firmemente demostrado, que las células 
endoteliales vasculares pudieran proporcionar sehales de supervivencia a las células B-LLC 
circulantes dada su acumulaciôn progresiva en este compartimento. No obstante, ensayos 
con lineas endoteliales, como ECV40 (Moreno y cols., 2001) o EAhy.926 (Long y cols., 1995), 
mostraron resultados contradictorios en lo que al contacte celular se referia. Ademas, en 
ambas aproximaciones las células se habian mantenido durante varios di'as en co-cultivo, por 
lo que la acumulaciôn de factores de crecimiento, incluidos los del suplemento adicionado 
para el crecimiento de las Imeas, podrian influir en los resultados observados. Por tanto, el 
posible papel de los contactos B-LLC-endotelio, como comentabamos, resultaba 
controvertido, argumentàndose que los factores solubles liberados por las células 
endoteliales, a través de IL 6 (Moreno y cols., 2001), o las propias B-LLC, como IL-7 (Long y 
cols., 1995), podrian contribuir a la supervivencia de las B-LLC. En este sentido, las células 
endoteliales no sôlo juegan un papel esencial en distintas neoplasias a través de la 
neovascularizaciôn de los infiltrados, suministrando nutrientes u O2 a los mismos, sino 
también a través de la liberaciôn de factores de crecimiento o contactos celulares mediados 
por moléculas de adhesiôn como ICAM-1 (CD54, Anexo I), VCAM-1 (CD106, Anexo I) o acido 
hialurônico (revisado en Butler y cols., 2010).
Resultaba importante, por tanto, determinar el papel del endotelio en la 
supervivencia de las B-LLC circulantes.
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2.- Receptores de membrana tirosina quinasa Eph y ligandos, ephrin (EFN)
La familia de moléculas Eph y sus ligandos, ephrin (EFN), es la mayor familia de 
receptores de membrana con actividad tirosina-quinasa que se conoce. Participan en 
multitud de procesos durante la embrio/morfogénesis, como el posicionamiento celular o la 
guia de axones, en vasculogénesis y angiogénesis y, aunque su funciôn es menos conocida, 
también estan implicados en la homeostasis de los tejidos adultos y en cancer (Merlos-Suarez 
y Batlle, 2008; Pasquaie, 2008; 2010). La mayoria de procesos controlados por Eph/EFN 
durante el desarrollo y la homeostasis tisular, como la definiciôn de la organizaciôn tisular, el 
establecimiento de los circuitos neuronales o la angiogénesis, estan "finamente" regulados a 
través del control coordinado de su expresiôn, tanto espacial como temporal (Pasquaie, 2005; 
2008). Eph/EFN ejercen su acciôn a través de mecanismos de atracciôn/repulsiôn celular 
regulando, en muchos casos, la adhesiôn celular al sustrato y/o a otros tipos celulares, via 
integrinas o cadherinas (Pasquaie, 2008; 2010), a través de su conexiôn con distintos 
componentes del citoesqueleto modificando la forma y el movimiento celular. También han 
sido implicadas directa o indirectamente en otros procesos como las respuestas 
quimiotacticas (Pasquaie, 2008; 2010), la supervivencia y/o la proliferaciôn celular (Pasquaie, 
2008; 2010).
Actualmente se distinguen dos subfamilias Eph, A y B, basandose en la homologia del 
dominio de uniôn al ligando lo que détermina, en la mayoria de los casos, su mayor afinidad 
por ligandos de clase A (anclados a la membrana plasmatica via GPl) o de clase B (con un 
dominio transmembrana). Tanto Eph como EFN pueden senalizar hacia la célula que las 
expresa (sehales “forward" y “reverse", respectivamente) lo que implica, frecuentemente, 
una sehalizaciôn bidireccional de la interacciôn Eph/EFN y un papel autônomo o no de célula 
que las expresa (Davy y Soriano, 2005; Pasquaie, 2008; 2010).
En cancer, Eph y EFN juegan un papel critico en distintos aspectos tan importantes 
como la neoangiogénesis asociada al tumor (Brantley-Sieders y cols., 2004; Brantley-Sieders y 
Chen, 2004) o la generaciôn de metastasis (Campbell y cols., 2008; Castano y cols., 2008; 
Merlos-Suarez y Batlle, 2008; Pasquaie, 2010). En algün caso, ademas, alteraciones en su 
expresiôn (neoexpresiôn o desapariciôn, en relaciôn al tipo celular "normal") han sido 
correlacionadas con la progresiôn del tumor, por lo que podrian actuar como promotoras o
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inhibidoras tumorales, ademas de como marcadores pronôstico, entre otros, en cancer de 
colon, pulmôn, mama, prôstata o melanoma (Campbell y cols., 2008; Castano y cols., 2008; 
Merlos-Suarez y Batlle, 2008; Pasquaie, 2010). Sobre esta base, se estan desarrollando 
nuevos farmacos antitumorales basados en la anulaciôn dirigida de ciertas Eph, como EphB4 y 
EphA2 (Kertesz y cols., 2006; Campbell y cols., 2008; Castano y cols., 2008; Merlos-Suarez y 
Batlle, 2008; Pasquaie, 2010).
Por otra parte, un numéro creciente de trabajos han demostrado expresiôn y posible 
funciôn en sistema inmune de estas moléculas, aunque la mayoria de estos estudios se han 
centrado en la fisiologia del timo y los linfocitos T (Yu y cols., 2004; Munoz y cols., 2006; Alfaro 
y cols., 2007; Hjorthaug y Aasheim, 2007; Garcia-Ceca y cols., 2009) siendo mas escasos los 
estudios en linfocitos B (Aasheim y cols., 1997) o neoplasias linfoides (Boyd y cols., 1992; 
Wicks y cols., 1992; Fu y cols., 1999), donde podrian resultar potencialmente relevantes.
2.1.- Estructura de Eph y EFN
Los receptores Eph [Erythropoietin-producing hepatocelullar carcinoma, (Hirai y 
cols., 1987)] son proteinas tirosina quinasa con un ünico dominio transmembrana, cuyos 
dominios intra- y extra-celular estan muy conservados entre los distintos miembros {Figura 
2). El dominio extracelular del receptor, extremo N-terminal glicosilado, contiene el sitio de 
uniôn al ligando, una regiôn rica en cistemas que contiene un motivo similar al factor de 
crecimiento epitelial (EGF-//7fe) y dos repeticiones fibronectina tipo III. El ünico dominio 
transmembrana que presentan estos receptores conecta la parte extra-citosôlica con la 
citosôlica, la cual incluye una regiôn yuxtamembrana con dos tirosinas conservadas, 
(Kullander y Klein, 2002), un dominio tirosina quinasa, un motivo a-estéril (SAM) y un motivo 
de uniôn PDZ C-terminal (Kullander y Klein, 2002; Irie y cols., 2005). Basandose en la 
homologia de secuencia del dominio extracelular, los receptores Eph se clasifican en clase A o 
B, lo cual esta asociado, como hemos comentado anteriormente, con su mayor afinidad por 
ligandos tipo A, proteinas ancladas a membrana mediante dominio GPl, o tipo B, proteinas 
con un dominio transmembrana {Figura 2).
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Los ligandos, ephrin {Eph recep to r in teractin g  p ro te in ) (EFN), tam bién  considerados  
com o contra-receptores por la posibilidad de senalizar hacia las células que los expresan, 
fueron  denom inados en un principio LERK {Ligands fo r  Eph-R elated Kinases)(Beci<mann y 
cols., 19 9 4 )  y presentan en su dom in io  extracelu lar los sitios de union al receptor de alta o de 
baja afinidad {Figura 2).
Dominio PDZ
Dominio GPl
EFNA EFNBDominio de 
uniôn a la EFN
Dominio de 
uniôn a la EFN
Dominio de . 
uniôn a la Eph
M otivo  EGF-Uke
Repeticiones Fibronectina III
EphA EphB
Segmento yuxtamenbranal
H  Zona de alta afinidad EphA-EFNA 
■  B  Zona de baja afinidad EphA-EFNA 
H Zona de alta afinidad EphB-EFNB 
H B  Zona de baja afinidad EphB-EFNB 
B Zona de uniôn a otros receptores
Dominio
quinasa
Dominio
quinasa
Dominio SAM Dominio SAM
Dominio PDZ
Figura 2. Estructura molecular de Eph y EFN. Los receptores Eph constan de un dominio N- 
term inal de uniôn al ligando, la que determ inarâ su pertenencfa a una u otra fam ilia , una regiôn 
rica en cistemas, que contiene un motivo sim ilar al fa c to r de crecimiento epite lia l (EGF-like) y dos 
repeticiones fibronectina tipo III, un dominio transmembrana, un dominio tirosina quinasa, un 
motivo SAM y un motivo de uniôn PDZ (motivo de unos 90 aa, dominio de interacciôn protema- 
proteina). Las EFNA presentan un dominio GPl, fo rm ado por una molécula de fosfatid ilinosito l, 
una cadena de carbohidratos y una pardon de fosfa tid ile tanolam ina que se conecta al extremo 
C-terminal de la protema, mientras que las EFNB constan de un dominio transmembrana, para 
anclarse a la membrana y un dominio PDZ. Adaptado de Pasquaie, 2005.
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En vertebrados se han observado diez EphA (EphAl-EphAlO) y seis EphB (EphBl- 
EphB6), si bien EphA6 y EphBS no han sido encontradas en mamiferos (Murai y Pasquaie, 
2003), y seis EFNA (EFNA1-EFNA6) y très EFNB (EFNB1-EFNB3), si bien EFNA6 no ha sido 
descrita en mamiferos (Murai y Pasquaie, 2003).
Las estructuras descritas para receptores y ligandos son estandares y validas para la 
mayoria de los miembros de esta familia. Sin embargo, existen algunos miembros que 
difieren ligeramente del prototipo descrito, como por ejemplo EphAlO y EphB6, cuyo dominio 
tirosina quinasa carece de ciertos residuos esenciales para la actividad catalitica, lo que afecta 
a su funcionalidad, como se detallara posteriormente.
Una caracteristica de esta familia de moléculas es la existencia de isoformas 
résultantes de procesamientos alternatives {splicing) del ARNm que pueden dar lugar, tanto a 
isoformas solubles como alteradas en su funcionalidad y que, como sehalaremos mas 
adelante, podrian representar una manera de contrôler las interacciones. Actualmente, se 
conocen numerosas formas de splicing alternative para distintos miembros (entre paréntesis 
los accesos ai GeneBank de manera correlative, variante 1, variante 2, etc., excepte para 
EphAlO, que se indican los de la variante 2 y 3): EphA3 (NM_005233.5 y NM_182644.2), 
EphAS (NM_004439.5 y NM_182472.2), EphA6 (NM_001080448.2 y NM_173655.2), EphA8 
(NM_020526.3 y NM_001006943.1), EphAlO (NM_173641.2 y NM_001099439.1), EphB2 
(NM_017449.3 y NM_004442.6), EFNAl (NM_ 004428.2 y NM_182685.1), y EFNA4 
(NM_005227.2, NM_182689.1 y NM_182690.2).
2.2.- Interacciôn y sehalizaciôn de Eph/EFN
Una propiedad fundamental en las interacciones receptor-ligando de Eph/EFN es su 
promiscuidad intraclase presentando, no obstante, diferentes afinidades en su uniôn. Existen, 
ademas, excepciones como EphAl, que sôlo une EFNAl, o EphA4, que une EFN tipo A y tipo 
B, o EphB2, que une EFN tipo B, pero también EFNA5 (Pasquaie, 2005).
24
Expresiôn y Funciôn de Eph/EFN en LLC
Las zonas de union de alta y baja afin idad, présentes ta n to  en receptores com o en 
ligandos, resultan cruciales en la transm isiôn de senales, regulando el grado de agregaciôn de 
receptores y ligandos en la m em brana, necesario para la transm isiôn de senales in tracelu lares  
y para d e te rm in a r el grado y /o  tipo  de senalizaciôn. Los sitios de uniôn de alta afinidad (de  
orden n M ) in tervienen en el contacte  inicial receptor-ligando, generando  la form aciôn  de  
heterod im eros, m ientras que los sitios de baja afinidad (de orden p M ) favorecen la form aciôn  
de te tram ero s  a partir de los heterod im eros  {Figura 3) (Pasquaie, 2 0 0 5 ). La im portancia del 
grado de agregaciôn es tal que la d im erizaciôn es necesaria y suficiente para la fosforilaciôn  
del dom in io  yuxtam em brana m ientras que la te tram erizac iô n  favorece la fosforilaciôn del 
resto de residuos o dom inios tirosina (K ullander y Klein, 2 0 0 2 ).
Monomeros Dimeros Tetrameros
Figura 3. Interacciôn entre Eph y EFN. Receptores y iigandos establecen su prim er contacto a 
través de las zonas de alta afin idad (nM). Este contacto genera fosforilaciones (representados 
como circulos amarillos) en el dominio yuxtamembrana, lo que perm ite un cambio conformacional, 
que prépara a la molécula para su activaciôn. Ademâs de estas zonas de a lta  afinidad, en las zonas 
de uniôn receptor-ligando encontramos otras de baja afin idad (pM ) situadas en contraposiciôn con 
las de alta, que fac ilita rà  la form aciôn de tetràmeros, hacienda extensiva la fosforilaciôn. 
Adaptado de Pasquaie, 2005.
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2.3.- Sehalizaciôn a través de receptores Eph (sehal forward) o de ligandos EFN (sehal 
reverse)
Los primeros estudios de Eph/EFN se centraron en la caracterizaciôn de la actividad 
tirosina quinasa de los receptores Eph. Estudios posteriores demostraron que las EFN 
también podian transmitir sehalizaciôn hacia el interior de la célula portadora por lo que, 
para distinguir la direcciôn de la sehal se acuhô el nombre de sehal adelante o forward para 
las primeras y sehal inversa o reverse para las segundas (Steube y cols., 1999).
La sehalizaciôn de receptores Eph tiene lugar, principalmente, mediante la formaciôn 
de complejos receptor-ligando. La formaciôn de los dimeros Eph-EFN provoca la fosforilaciôn 
de los residuos tirosina situados en el dominio yuxtamembrana (Himanen y Nikolov, 2003). 
Esta fosforilaciôn induce un cambio conformacional {Figura 3) que provoca la liberaciôn del 
dominio tirosina-quinasa inactivo, el cual adquiere una cor recta alineaciôn para su activaciôn 
y para la autofosforilaciôn de los residuos tirosina (Binns y cols., 2000; Zisch y cols., 2000; 
Kullander y cols., 2001). Las fosforilaciones acontecidas tras la formaciôn de tetrameros, tanto 
de los residuos tirosina del dominio yuxtamembrana como de los dominios quinasas y SAM, 
inician una cascada de sehalizaciôn hacia el interior celular {Figura 4). Esta sehalizaciôn se 
postula como la principal, aunque también se han definido nuevos modos de sehalizaciôn en 
Eph independientes de la actividad catalitica e, incluso, independientes de uniôn del ligando 
(Kullander y Klein, 2002).
En la Figura 4 se describe un ejemplo de cascada de sehalizaciôn descrita para EphA. 
La cascada de sehalizaciôn forward puede propagarse, tanto de manera dependiente al 
dominio tirosina-quinasa, a través de la familia Rho GTPasas y ERK/MAPK, como de manera 
independiente al mismo, a través del dominio yuxtamembrana, cuyos residuos tirosinas 
fosforilados son capaces de unirse a proteinas adaptadoras con motivos de uniôn a actina y a 
proteinas RasGAP, quienes a su vez inhiben la ruta ERK/MARK. Consecuencia de estas 
diferentes uniones, las cuales se detallan en profundidad en la Figura 4, la sehal/orword esta 
implicada fundamentalmente en procesos de adhesiôn y regulaciôn del citoesqueleto, a 
través de la regulaciôn de la expresiôn de integrinas.
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En la Figura 5  se describen ejem plos de cascada de senalizaciôn descrita para EFN. A 
pesar de que la cascada de senalizaciôn a través de EFNA no es to ta lm e n te  conocida, los 
datos disponibles acerca de su senalizaciôn (mas detallados en la Figura  5) parecen indicar 
que la activaciôn a través del dom in io  GPl y su interacciôn con otros com ponentes de las 
balsas lipidicas, potencian la adhesiôn depen d ien te  de integrina a través de MARP, capaz de 
regular su expresiôn, com o se ha observado en sistem a neural (D avy y cols., 1999 ; D avy y 
Rabbins, 20 0 0 ; H ua i y Drescher, 2 0 0 1 ). Al contrario  que para EFNB, para EFNA no se han 
descrito m ecanism os de sehalizaciôn en relaciôn con quim iocinas.
P3-IRasGAP
Abl/Arg Nck
Adhésion
R-Ras
Ephexin
ERK/MARP
Proliferaciôn LMW-PTP
Citoesqueleto
— Activaciôn 
— e Inhibiciôn 
O  Fosforilaciôn
Figura 4. Sehalizaciôn forward. Adaptado de Kullander y Klein, 2002. La cascada de sehalizaciôn fo rw a rd  està
implicada fundam entalm ente en procesos de adhesiôn, regulaciôn del citoesqueleto y, en algün caso, con 
proliferaciôn. Esta sehal parece capaz de regular los procesos de adhesiôn, entre otros, mediante moléculas que 
modulan la expresiôn de integrinas, tan to  de manera dependiente como independiente a su actividad tirosina- 
quinasa, tanto aumentando la expresiôn de las integrinas, a través del reclutam iento de LMW-PTP (Low 
Molecular W eight Protein Tyrosine Phophatase) en el dominio SAM, a través de la proteina adaptadora Nck tras 
producirse la fosforilaciôn del dominio quinasa, o a través de IP3-K, tras fosforilarse los residuos tirosina del 
dominio yuxtamembrana; como disminuyendo esta expresiôn a través de las rutas R-Ras y FAK (Focal Adhesion 
Kinase), las cuales se activan tras fosforilarse el dominio quinasa. La sehal fo rw a rd  es capaz también de regular el 
citoesqueleto de manera dependiente e independiente de su actividad tirosina-quinasa. De manera dependiente 
lo régula a través de la fam ilia  Rho GTPasas, encontrândose en receptores EphA, una molécula intercam biadora  
de guaninas, Ephexin (Eph-interacting exchange protein), que interactüa con los miembros de esta fam ilia . La 
sehal fo rw ard  activa a RhoA, mientras que inhibe a Cdc42, Racl, conduciendo estas très actuaciones a repulsion 
celular en neuroblastomas. De manera independiente lo hace a través del dominio yuxtamembrana, sus residuos 
de tirosina fosforilados, pueden unirse a proteinas adaptadoras, como son Abl (abreviatura de Abelson) y Arg 
(Abl related gene), las cuales presentan un motivo de uniôn a actina. Los residuos tirosina fosforilados del 
dominio yuxtamembrana también pueden unirse a RasGAP (RAS GTPase-Activating Protein), que a su vez inhibe 
la ruta ERK/MAPK (Extracellular-signal-Regulated K inase/M itogen-Activated Protein Kinase), ruta que también 
puede ser regulada mediante el dom inio tirosina-quinasa. Estas ülrimas son capaces de translocarse al nûcleo 
donde modulan la expresiôn de diferentes genes, entre ellos, genes que regulan citoesqueleto y /o  proliferaciôn.
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La cascada de senalizaciôn de las EFNB, m e jo r caracterizada , puede funcionar de  
m anera d epen d ien te  e in d ep en d ien te  de la uniôn con el recep to r, que vendra determ inado  
por la fo rm a en que se fosforilen  sus residuos tirosina. La fosforilaciôn depend iente  de  
recep to r se relaciona con la d inam ica del c itoesqueleto , por las m oléculas con las que  
in teracciona (que se deta llan  en la Figura  5 ), lo que provoca la pérd ida de adheson  y la 
m orfolog ia celular, a través de la desorganizaciôn de los filam en to s  de actina y las adhesiones 
focales, en el sistema estudiado (C ow an y H enkem eyer, 2 0 0 1 ). La fosforilaciôn independiente  
de recep to r es capaz de inhib ir la acciôn de la citocina S D F -la , a través  de su dom in io  PDZ (Lu 
y cols., 2 0 0 1 ),  com o se detalla  con m ayor profundidad en la Figura 5.
SD F-lcEFNA EFNB
ma
|P D Z i
RGS3
SFK
CXC3-p l2 0
Grb4
MARP Abl-1
GDP
GTP ^  Activaciôn
O  Fosforilaciôn Citoesqueleto
Figura 5. Sehalizaciôn reverse, EFNA y EFNB. Adaptado de Kullander y Klein, 2002. A pesar de que la 
cascada de sehalizaciôn a través de EFNA no es tota lm ente conocida, parece que la uniôn entre EphA y 
EFNA es capaz de activar a Fyn, miembro de la fam ilia  Src, quien a su vez activa a MARP, quien 
potenciarà la expresiôn de integrinas, y po r tanto, la adhesiôn dependiente de estas. La casccda de 
sehalizaciôn provocada por las EFNB, algo m ejor caracterizada, tiene su origen en la fosforilaciôn de très 
de las cinco tirosinas de su regiôn citoplâsmica (Kalo y cols., 2001) y, al igual que sus receptores estos 
residuos pueden fosforilarse por varias vfas, dependiente o independiente de la uniôn con el 
correspondiente receptor. La fosforilaciôn dependiente, conlleva el reclutam iento de SFK (Src -am ily 
Kinase), que fosforila  a estos residuos tirosina, los cuales reclutan a Grb4. Esta proteina présenta un 
dominio SH3, mediante el cual se une a proteinas implicadas en la regulaciôn del citoesqueleto, como 
CAP (c-Cbl Associated Protein), y ésta a Cbl, regulando la form aciôn de fib ras de estrés y adhesiones 
focales; como Axin, una prote ina adaptadora en la ru ta  de sehalizaciôn de W nt; y como Abi-1 (Abl- 
interacting protein-1), que posee un m otivo de uniôn a actina. La fosforilaciôn independiente, tiene lugar 
gracias a que estas EFN poseen un dom inio de uniôn PDZ, con el que pueden interaccionar con doi tipos 
de proteinas, adaptadoras y con dom inio PDZ. Entre estas ultimas, se encuentra PDZ-RGS3 RGS3, 
Regulator-of-heterotrimeric G-protein Signalling), que contiene un dominio regulador de proteina G 
heterotrimérica, de manera que es capaz de actuar sobre el complejo GajSy, el cual a su vez es capaz de 
regular el funcionam iento de CXCR4, receptor de la quim iocina SDF-Icl Esta quim iocina actùa  sobre su 
receptor CXCR4, haciendo que éste escinda la subunidad Ga-GDP del complejo heterotrimérico, 
liberôndose ambas subunidades, G a y Gfty, las cuales son capaces de transm itir sehales al interior 
celular. La proteina PDZ-RGS3, que parece tener actividad constitutiva, es capaz de revertir este efecto, 
haciendo que las unidades G a y  Gftyse unan para dar lugar al complejo Gaj3y y po r tanto, inhibiendo la 
acciôn de la quimiocina.
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Eph y EFN utilizan efectores intracelulares comunes importantes para la organizaciôn 
del citoesqueleto y la adhesiôn celular taies como quinasas de la familia Src o GTPasas de la 
familia Ras/Rho como, por ejemplo, Shp2, Shc-Grb2, Cas-Rapl, SPAR/E6TP1, a2-chimaerin, 
FAK, Ship2, Abl-Crkoo. En algunos casos, se han descrito interacciones mas restringidas como 
la de ciertas EphA y la familia Ephexin o EphB y Kalirin, Tiaml (Pasquaie, 2008).
El hecho de que, tanto el receptor como el ligando, se encuentren anclados a 
membrana implica que las interacciones Eph/EFN conllevan, generalmente, interacciôn 
célula-célula por lo que tanto la célula portadora del receptor como la del ligando pueden 
recibir sehales (sehalizaciôn bidireccional) (Pasquaie, 2005), remarcando la importancia del 
papel autônomo o no autônomo de célula de los miembros que interaccionan (revisado en 
Davy y Soriano, 2005). En condiciones expérimentales, es posible inducir agregaciôn de 
receptores (Kullander y Klein, 2002) o ligandos (Palmer y cols., 2002) mediante la utilizaciôn 
de proteinas recombinantes conteniendo los dominios extracelulares de uniôn que, en 
algunos casos, pueden conducir a sehalizaciôn en las células que los unen. De esta manera, es 
posible discriminar en los diversos procesos celulares en estudio el papel autônomo del papel 
no autônomo de cada uno de los miembros implicados.
2.4.- Regulaciôn de la sehalizaciôn
Una caracteristica fundamental de las interacciones mediadas por Eph/EFN es la de 
ser contexto dependiente, lo que aumenta la complejidad de las mismas. De hecho, pueden 
llegar a observarse efectos contraries determinados, en muchos casos, por el grado y tipo de 
agregaciôn de receptores y ligandos que se establece (Smith y cols., 2004). Las 
transfoforilaciones {Figura 6 A), que tendran lugar bajo una determinada orientaciôn de los 
dominios quinasas de los receptores, van a ayudar a propagar la sehal mâs alla del estricto 
sitio de contacto célula-célula, potenciândola (Kalo y Pasquaie, 1999; Knoll y Drescher, 2004). 
La existencia de receptores carentes de actividad cataiftica o truncados, como EphAlO y 
EphB6 {Figura 6 B), ademâs de indicar que podrian existir otros mecanismos de sehalizaciôn 
independientes de la misma como ha sido recientemente demostrado (Murai y Pasquaie, 
2003), suponen un freno en la propagaciôn de la sehal, impidiendo la transfoforilaciôn 
(Freywald y cols., 2002). De la misma manera, la propagaciôn de la sehal también se puede
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ver in te rru m p id a  por la interacciones en cis {Figura 6  C) dado que, frec u e n te m en te , la misna
célula expresa receptores y ligandos ciya
Trans-^p
fosforilaciôn
Senal
Forward
Senal
Reverse
Trans- ^  
fosforilaciôn
O Fosforilaciôn
B
Receptor
Truncado^
Senal
Forward
Receptores^
Truncados
O Fosforilaciôn
Senal 
Reverse
Figura 6. Regulaciôn de la Sehal. A través de 
asociaciones latérales, la sehal fo rw a rd  o reverse, se 
puede intensificar, mediante transfosforilaciones (A), 
frenarse, mediante receptores truncados (B), o 
atenuarse, mediante asociaciones en cis (C). 
Adaptado de Pasquale, 2005.
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Senal
Reverse
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O Fosforilaciôn
ubicaciôn en balsas lipidicas puede 
contribu ir a estas asociaciones (Yin y cds., 
2 0 0 4 ), postulàndose com o un m ecanisno  
regulador mas cuya capacidad de 
transm itir senalizaciôn no ha sido ajn 
dem ostrada (A utiero  y cols., 2 0 0 5 ). Am los  
m ecanism os, receptores truncados y 
asociaciones en cis, influyen en la 
intensidad y tipo  de sehal {Figura 6) (W j y 
cols., 19 9 7 ; Bruckner y cols., 1 9 9 9 ; H ua y 
Drescher, 2 0 0 1 ).
Com o consecuencia de la 
m odulaciôn de la intensidad de la send a 
través del grado de asociaciôn de esas 
protem as, puede incluso cam biarse la 
naturaleza de la respuesta, de m odo qje  
alcanzado un cierto  um bral el eferto  
observado puede ser el contrario , cono  
pasar de un fen ô m en o  de adhesion a o ro  
de repulsion (Stein y cols., 1998 ).
En un contexto  de sehalizacôn  
bidireccional, el balance final de as 
sehales tam b ién  parece regular la 
respuesta celular. Algunos estudios hm 
m ostrado que cuando la sehal se p ro p ^ a  
b id ireccionalm ente  se obtiene  un efecto 
de repulsion e n tre  am bos tipos celular?s, 
m ientras que cuando se da de mane-a
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unidireccional, el efecto provocado era el de adhesion (Mellitzer y cols., 1999). Otros estudios 
apuntan a que el balance global de las sehales/orw/orc/ y reverse podria ser déterminante, de 
manera que cuando ambas sehales estan présentes en una misma célula, los efectos 
observados son de adhesion celular (Dravis y cols., 2004).
Otro factor que podria contribuir en determinados contextes al efecto producido es el 
de responder a periodos de tiempo, de manera que un proceso que podria comenzar con una 
respuesta de adhesiôn/atracciôn puede cambiar a repulsion tras un tiempo determinado 
(Hattorl y cols., 2000; Marston y cols., 2003).
2.5.- Regulaciôn de adhésion ceiular par Eph/EFN
Uno de los procesos celulares regulados por las interacciones Eph/EFN es la adhesion, 
tanto célula-célula como célula a sustrato. Como comentàbamos en apartados anteriores, el 
resultado de la interacciôn puede ser, tanto de adhesion como repulsion actuando, por tanto, 
como guias moleculares en multitud de procesos dinamicos taies como la guia de axones, la 
angiogénesis, la organizacion celular en tejidos o la plasticidad neuronal en el adulto.
Los primeros trabajos sobre la funcionalidad de Eph/EFN demostraron su implicaciôn 
en fenômenos de repulsion en muchos tipos celulares (Flanagan y Vanderhaeghen, 1998; 
Wilkinson, 2001; Knoll y Drescher, 2002), adquiriendo esta familia gran importancia en 
procesos relacionados con adhesion y migraciôn celular, puesto que se han demostrado 
capaces de provocar la separacion celular y de prévenir la mezcla de poblaciones celulares 
con expresiones diferenciales en Eph-EFN, (Gallo y cols., 2002; Gallo y Letourneau, 2004), 
resultando paradôjico que el contacte previo de células provoque la posterior separacion 
celular. Para que estos efectos répulsives tengan lugar, le primero que debe ocurrir es la 
separacion del complejo receptor-ligando. Aunque la disociaciôn del complejo podria parecer 
el mécanisme mas lôgico, la alta afinidad de las uniones Eph-EFN no permite que este sea asi 
(Hattorl y cols., 2000; Zimmer y cols., 2003) habiéndose encontrado dos mecanismos para la 
separacion de estos complejos: endocitosis y liberaciôn proteolitica {Figura 7). En el primero 
de elles, se ha observado que complejos Eph-EFN se internalizan en vesiculas que contienen 
parte de ambas membranas celulares (Marston y cols., 2003; Zimmer y cols., 2003) {Figura 7
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A). No se conoce, no obstante, si estos com plejos se in ternalizan  ju n to  con otras protem as  
que co-localicen con ellos, o si los com plejos internalizados son capaces de continuer la 
senalizaciôn.
dSenal
Forward?
 ^ dSehal 
Reverse?
Figura 7. Mecanismos de separacion de los complejos Eph-EFN. Debido a la gran afin idad que présenta 
la union entre receptor y ligando, no se baraja la hipôtesis de que esta union se séparé, de manera, que 
se barajan, principalmente, dos mecanismos, para se produzca la separacion de estos complejos: A) 
endocitosis y B) liberaciôn proteolica. Adaptado de Pasquale, 2005. Las tijeras representan a la
metaloproteasa ADAM 10, las vesiculas se representan como
La liberaciôn proteo litica a través de A D A M IO  (des-integrina y m eta lo pro teasa lO ) se 
identified com o la responsable de cortar el dom in io  extracelu lar de la EFNA2 {Figura 7 B). Tras 
la uniôn de EphA3-EFNA2 se activa esta m eta loproteasa , provocando el corte proteolitico  
(H a tto ri y cols., 2000 ). El conocim iento  de este m ecanism o es tam b ién  lim itado, actualm ente  
se desconoce si las EFN m onom éricas generadas com o resu ltado de este corte proteolitico  
pueden inhib ir la senalizaciôn o si este corte p ro teo litico  tam bién  podria darse en el 
ectodom inio  del receptor. En EFNB, se ha observado que la liberaciôn proteo litica se puede  
dar a partir de la actividad serina-proteasa, aunque se desconoce si esta actividad esta 
regulada (Pascall y Brown, 2 0 0 4 ).
Se ha observado que la senalizaciôn a través de Eph/EFN es capaz de prom over 
crecim iento axônico, form aciôn de nuevos lam elopodios y filopodios, adhesiôn celular a la 
M atriz ExtraCelular (M EC) (Stein y cols., 19 9 8 ; Hindges y cols., 2 0 0 2 ; N agash im a y cols., 2002; 
M arston y cols., 2003 ; Hansen y cols., 2 0 0 4 ), en tre  otros, poniendo de relevancia la capacidad  
de generar, por tan to , no sôlo efectos repulsivos sino tam b ién  adhesivos y atractivos. Aunque
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tradicionalmente se han relacionado estos efectos adhesivos con la senalizaciôn reverse, 
ratones déficientes de EFNA5 y de EFNB2 presentan defectos en el cierre del tubo neural y en 
el sistema excretor, respectivamente (Holmberg y cols., 2000; Dravis y cols., 2004), también 
existe n evidencias que relacionan la senalizaciôn forward con estos efectos 
adhesivos/atractivos, ratones dobles mutantes para EphB2 y EphB3 presentan deficiencias en 
el sistema excretor (Dravis y cols., 2004). Los procesos adhesivos se han relacionado con una 
senalizaciôn débil, pudiendo cambiar a repulsivos cuando esta senalizaciôn se incrementa 
(Huynh-Do y cols., 1999; Hindges y cols., 2002; Hansen y cols., 2004). Apoyando a esta 
hipôtesis se ha visto que cuando la forma alternativa de EphA7 que carece de actividad 
tirosina-quinasa, se encuentra en alta proporciôn respecto de la forma no truncada, la 
respuesta celular puede cambiar desde repulsion a adhesiôn (Holmberg y cols., 2000). Los 
receptores EphAlO y EphB6, quinasa inactivos, podrian producir cambios similares cuando se 
encuentran agrupados con otros receptores Eph cataliticamente compétentes (Freywald y 
cols., 2002).
2.6.- Intercomunicaciôn con otras moléculas de membrana
Aunque la senalizaciôn bidireccional es la mejor caracterizada para esta familia de 
moléculas, también pueden funcionar interaccionando con otras rutas de senalizaciôn o 
comunicaciôn, en algûn caso independientemente de interacciôn Eph-EFN. Entre las 
comunicaciones encontradas se ha descrito la relaciôn con otros RTK {Receptor Tyrosine 
Kinase), como EFG {Epitelial Growth Factor) (Brantley-Sieders y cols., 2008), FGF {Fibroblast 
Growrh Factor) (Arvanitis y Davy, 2008) o con PDG F {Platelet-Derivated Growth Factor) 
(Chong y cols., 2000); con receptores de canales de calcio, tipo NMDA (N-Metil D-Aspartato) 
(Yamaguchi y Pasquale, 2004); y con rutas de senalizaciôn tan importantes como las de la 
familia Wnt (Schmitt y cols., 2006; Arvanitis y Davy, 2008) o con protemas que forman parte 
de uniones celulares, tanto de tipo oclusivo, como adhérente, como de tipo comunicador.
Las claudinas, componentes de las uniones oclusivas, son capaces de interaccionar 
tanto con receptores como con ligandos, provocando regulaciôn de la adhesiôn celular y 
permeabilidad celular (Arvanitis y Davy, 2008). Las E-cadherinas, principales responsables de 
las uniones adhérentes, parecen regular la expresiôn de receptores Eph, su localizaciôn en la
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superficie celular y su activaciôn dependiente de la EFN, y puesto que también se ha 
observado que la senalizaciôn a través de EphB conduce a la localizaciôn de E-cadherina en la 
superficie celular, esta regulaciôn résulta reciproca (Ireton y Chen, 2005; Arvanitis y Davy,
2008). Las conexinas, responsables de las uniones gap, también se han relacionado con esta 
familia tirosina-quinasa, donde la comunicaciôn unidireccional, bien via Eph bien via EFN, 
parece ser suficiente para producir la inhibiciôn en esta forma de comunicaciôn celular 
(Mellitzer y cols., 1999). Recientemente se ha relacionado la interacciôn de Eph-EFN y las 
uniones gap con la separaciôn celular (Poliakov y cols., 2004), la secreciôn de insulina 
(Konstantinova y cols., 2007) y la diferenciaciôn osteogénica (Davy y cols., 2006).
2.7.- Eph/EFN en sistema inmune y câncer
Muchos receptores Eph y EFN se expresan en ôrganos linfoides y linfocitos, sugiriendo 
que esta familia tiene propiedades inmuno-reguladoras (Wu y Luo, 2005). La mayoria de 
estudios al respecto se ha centrado en células T (Yu y cols., 2004; Munoz y cols., 2006; Alfaro y 
cols., 2007; Hjorthaug y Aasheim, 2007; Garcia-Ceca y cols., 2009), por suponer su 
diferenciaciôn y maduraciôn procesos donde contacte célula-célula résulta critica, mientras 
que el estudio de estas moléculas en determinados ôrganos linfoides, como ganglios linfaticos 
y bazo es todavia preliminar, al igual que en células B.
En linfoticos T, los receptores EphB son probablemente activados tanto a través de 
interacciones con EFNB expresadas por otras células T como por otros tipos celulares como 
células epiteliales timicas y células presentadoras de antigenos (Wu y Luo, 2005). Las 
interacciones Eph-EFN afectan tanto a la organizaciôn estructural del timo (Munoz y cols.,
2006) como a la guia de la migraciôn de los timocitos (Alfaro y cols., 2007), a través de los 
diferentes compartimentos de este ôrgano en su maduraciôn hacia células T. En ratones 
déficientes para EphA4 se observan d efectos en la maduraciôn timica, que se traducen en un 
importante descenso en el numéro de células T periféricas, lo que parece atribuirse al 
desarrollo anormal de las células estromales de la corteza timica las cuales, en condiciones 
normales, expresan EphA4 y estimulan la supervivencia y maduraciôn de los timocitos 
(Munoz y cols., 2006). También se observa una desorganizaciôn del timo (Garcia-Ceca y cols..
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2009) y una reducciôn en el numéro de timocitos en ratones déficientes para EphB2 y EphB3 
(Alfaro y cols., 2007).
Los estudios realizados sobre receptores Eph indican que estos parecen capaces de 
modular la respuesta del TcR (T cell receptor), representando una clase de receptores co- 
estimuladores. EphB6 es el receptor de esta familia mejor caracterizado en este aspecto (Wu 
y Luo, 2005). A pesar de carecer de dominio tirosina-quinasa, la estimulaciôn de células T con 
a-EphB6 o con ligandos B, provoca un incremento en la fosforilaciôn de tirosina y en la 
senalizaciôn intracelular, lo que se explica a través de la posible asociaciôn entre EphB6 y 
otros receptores que si poseen actividad catalitica, como son EphBl y EphB4 (Wu y Luo, 2005; 
Yu y cols., 2006; Alfaro y cols., 2007). EphA y EFNA también se han relacionado con la 
modulaciôn de la senalizaciôn a través de TcR, siendo capaces de modular la selecciôn 
negativa de timocitos auto-reactivos, de la cual depende la apoptosis provocada por la fuerte 
activaciôn del TcR (Wu y Luo, 2005; Freywald y cols., 2006). Ademâs, el sistema EphA ha sido 
propuesto como modulador de la adhesiôn dependiente de integrina, en la respuesta 
migratoria de timocitos y células T a quimiocinas, las cuales guian los movimientos de 
timocitos dentro del timo, el trafico de células T al sistema periférico, al tejido linfoide y la 
extravasaciôn a otros tejidos (Wu y Luo, 2005; FIjorthaug y Aasheim, 2007). Al contrario que 
en linfocitos T, los estudios de Eph/EFN en linfocitos B son mas escasos, conociéndose muy 
poco acerca de su funciôn en la homeostasis de células B.
En cancer, Eph/EFN estan présentes en la mayoria de los tumores estudiados, donde 
generalmente su expresiôn esta desregulada en relaciôn al fenotipo normal (Ireton y Chen, 
2005; Noren y Pasquale, 2007). Su sobreexpresiôn en diverses tipos de neoplasias como 
cancer colorectal, de mama, prôstata o piel ha sido relacionada tanto con funciones 
promotoras como inhibidoras de la tumorigenicidad y tanto in vivo como in vitro (Batlle y 
cols., 2005; Pasquale, 2008). En la mayoria de tumores analizados, los estudios se han 
centrado en el papel de receptores Eph mientras que el papel de EFN y su senal reverse en 
estas neoplasias es menos conocido aunque se ha visto su implicaciôn en la transformaciôn y 
en la migraciôn/invasiôn de éstas (Meyer y cols., 2005; Campbell y cols., 2006; Tanaka y cols.,
2007). El sistema Eph-EFN se ha visto también implicado en la neoangiogénesis asociada a 
tumores (Brantley-Sieders y Chen, 2004; Hérault y cols., 2006), pero también existen
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evidencias de su posible papel en otros componentes del microambiente tumoral. Aunque 
escasos, los estudios de Eph/EFN en neoplasias linfoides evidencian cambios en la expresiôn 
de esta familia que en algunos casos pueden ir acompanados de cambios en su funcionalidad, 
confiriendo a la neoplasia nuevas capacidades. La forma truncada de EphA7 parece estar 
sobre-expresada en algunos linfomas B de centro germinal pobremente caracterizados 
(Nakanishi y cols., 2007), la sobre-expresiôn de EFNBl en Imeas celulares T-ALL (Acute 
lymphoblastic leukemia), se ha relacionado con una mayor capacidad invasiva de las células 
(Jiang y cols., 2008).
En resumen, el estudio de la expresiôn de la familia Eph/EFN en LLC, en primera 
estancia, representaba un novedoso e interesante abordaje y nos permitia posteriormente 
indagar si la posible des-regulaciôn de esta familia de moléculas, en el caso de encontrarla, 
podria proporcionar a las células B-LLC diferentes capacidades que las ayudara en su 
progresiôn, indagando asi en las lagunas de conocimiento de esta enfermedad, a la par que 
profundizamos en el conocimiento de su funciôn en la biologia del linfocito B sano.
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___________________________________________________________________________ Objetivos
El objetivo global del presente trabajo consiste en determinar la expresiôn y posible 
funciôn de la familia de moléculas Eph/EFN en la Leucemia Linfatica Crônica (LLC), 
concretamente, se pretende:
>  Analizar qué miembros de tal familia son expresados por las células leucémicas 
aisladas de sangre periférica de pacientes LLC, en comparaciôn con los expresados por 
los linfocitos B aislados de sangre periférica de donantes sanos.
>  Evaluar la potencialidad de Eph/EFN como biomarcadores en el pronôstico de la LLC.
>  Determinar si Eph/EFN median en procesos de adhesiôn, migraciôn y supervivencia de 
las células B-LLC y cômo los mismos podrian contribuir a la patobiologia de la 
enfermedad.
>  Profundizar en el conocimiento de la posible funciôn que esta familia de moléculas 
podria desempenar en la biologia del linfocito B.
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1.- Pacientes
Este estudio cuenta con la aprobaciôn de los Comités Éticos de Investigaciôn CImica 
de la UCM y de los hospitales Gregorio Maranôn y Clinico San Carlos de Madrid, respetando 
los principios de la Declaraciôn de Helsinki, promulgada por la Asociaciôn Médica Mundial.
Las muestras de sangre periférica de pacientes LLC, previo consentimiento informado 
de los mismos, fueron proporcionadas por el Servicio de Hematologia y Hemoterapia del 
Hospital General Universitario Gregorio Maranôn de Madrid, respetando en todo momento el 
anonimato de los donantes. Los pacientes fueron diagnosticados por los especialistas cimicos 
del Servicio, atendiendo a criterios morfolôgicos e inmunofenotipicos de la enfermedad, 
cuyas caracteristicas cimicas se describen en sub-apartados correspondientes de Resultados 
[Tabla 9 y Tabla 11). Las muestras proporcionadas se correspondian a pacientes no tratados o 
tratados al menos très meses antes de la extracciôn de la muestra. Ademâs, se dispuso de 
biopsias de très linfoadenopatias LLC y de cuatro ganglios control, de los cuales dos 
correspondian a ganglios reactivos (hiperplasia de células linfoides) y otros dos a ganglios 
centinelas sanos (procedentes de linfadenectomia sin infiltraciôn tumoral), todos ellos 
proporcionados por el Servicio de Cirugfa del Hospital Clinico San Carlos de Madrid previo 
consentimiento informado de los pacientes.
Las muestras de sangre periférica de pacientes LLC consistieron en sobrantes (0,5-1,5 
mL) de las extracciones realizadas a los pacientes durante su seguimiento por parte de los 
especialistas cimicos o bien, en el caso de adenopatias o ganglios, de pequenas porciones de 
biopsias destinadas a estudios anatomopatolôgicos de diagnôstico en el hospital.
2. Procesamiento de muestras
2.1.- Aislamiento de céluias B, LLC o sanas, a partir de sangre periférica
Para la obtenciôn de las poblaciones B analizadas en este estudio, las muestras de 
sangre periférica de donantes o pacientes LLC fueron sometidas a enriquecimiento, 
previo a su aislamiento, de la fracciôn leucocitaria mediante centrifugaciôn [Centrifuge 
5810; Eppendorf, Hamburgo, Alemania; 400 g., 30 minutos, ll^C), en medio
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homogeneizado de alta densidad Histopaque-1077 {Sigma-Aldrich, St Louis, MO, Estados 
Unidos). Los plasmas fueron recuperados de la fase superior y posteriormente 
congelados y almacenados (-SO^C) para estudios posteriores. La fracciôn leucocitaria, 
enriquecida en la interfase Histopaque-plasma résultante de la centrifugaciôn, se 
recuperô en PBS-EDTA-FCS [Anexo III). Tras el recuento celular en camara de Neubauer 
(BRAND GMBH + CD KG, Alemania), las suspensiones celulares fueron procesadas acorde 
al objetivo de estudio.
2.1.1.- Aislamiento de céluias B, sanas o LLC, para extracciôn de ARN
En el caso de muestras B-LLC, en las que la proporciôn de células leucémicas 
CD5^CD19^ fue siempre mayor de un 60% de la suspensiôn celular total, se procediô al 
aislamiento de las células leucémicas siguiendo un protocole de selecciôn positiva de 
la poblaciôn CD19 con tecnologia MACS (Magnetic-Activated Cell Sorting; Miltenyi 
Biotec, Alemania), si la poblaciôn CD19^CD5 era menor al 5%. Para ello, las 
suspensiones celulares (10^ células/mL, en PBS-EDTA-FCS) se incubaban (30 minutos 
en frio) con anticuerpo de ratôn especifico de CD19 humano modificado con biotina 
(-b) (a-CD19-b, BD Biosciences, Bélgica; Anexo II, Tabla 2) en una proporciôn de 1 
pg/10^ células. Posteriormente, tras dos lavados previos (diluciôn en PBS-EDTA-FCS, 
centrifugaciôn y nueva resuspensiôn del pellet y centrifugaciôn), las suspensiones 
eran resuspendidas en PBS-EDTA-FCS 10® células/mL y se incubaban (15 minutos, frio) 
con anticuerpos secundarios especificos frente a biotina unidos a particulas férricas 
(a-b-MACS, Miltenyi Biotec). Transcurrida la incubaciôn, las suspensiones eran 
nuevamente lavadas y resuspendidas a una concentraciôn final de 10® células/0,5 mL 
o un volumen minimo de 0,5 mL, siguiendo instrucciones del fabricante, para su 
posterior separaciôn en un separador magnético automàtico (AutoMACS, Miltenyi 
Biotec). El programa de separaciôn seleccionado para la selecciôn positiva fue POSSEL, 
cuando la muestra contenia mas de un 80% de células CD19% o POSSEL_S, si la 
poblaciôn de interés era menor de un 80%. Con la suspensiôn celular recuperada tras 
el aislamiento, se realizaba el recuento celular y el analisis de pureza mediante 
citometria de flujo, tinendo una alicuota de la suspensiôn con estreptoavidina unida a 
Alexa-Fluor®488 (SAV-Alexa-Fluor®488; Molecular Probes, Invitrogen, Grand Island, 
Nueva York, Estados Unidos; Anexo II, Tabla 5), que debia unirse a la biotina con la
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que esta conjugada el a-CD19\ y a-CD5 PE-Cy5 (BD Biosciences; Anexo II, Tabla 1). En 
todos los casos, si la poblaciôn recuperada présentaba mas de un 99% de células SAV- 
Alexa-Fluor®488^ CD5% éstas eran posteriormente procesadas para la extracciôn de 
ARN (ver mas adelante).
En el caso de muestras LLC en las que la poblaciôn CD19^CD5' era mayor del 
5%, el aislamiento positivo de células CD19^CD5^ se realizaba en dos pasos. En un 
primer paso, se eliminaban las células CD5^CD19‘ (mayoritariamente linfocitos T CD2 )^ 
mediante un protocole de depleciôn con MACS utilizando anticuerpos de ratôn a-CD2 
humano y seguidamente un anticuerpo secundario a-ratôn unido a MACS (Miltenyi 
Biotec), manteniendo las condiciones de incubaciôn como las descritas anteriormente 
para la selecciôn positiva con a-CD19. Las suspensiones celulares eran separadas en 
AutoMACS utilizando el programa DEPLETE_S. Cuando la fracciôn celular negativa 
recuperada contenia menos del 0,1% de células CD19 CDS\ la poblaciôn B-LLC 
CD5^CD19\ era aislada siguiendo un protocole de selecciôn positiva como el descrito 
anteriormente pero utilizando a-CDS-b (BD Biosciences; Anexo II, Tabla 2). Tras el 
recuento de las células recuperadas, se analizaba la pureza de la suspensiôn celular 
utilizando SAV-Alexa-Fluor®488 y a-CD19 unido a otro fluorocromo.
En el caso de sangre periférica de donantes sanos, la fracciôn leucocitaria 
obtenida después de la centrifugaciôn en Histopaque-1077 solia contener menos del 
15% de linfocitos B CD19% los cuales no expresaban el antigeno CD5 o muy 
débilmente, por lo que era necesario enriquecer las suspensiones en esta poblaciôn 
antes de su aislamiento. Para aislar esta poblaciôn CD19^ se recurria a una selecciôn 
positiva con MACS, como la descrita anteriormente, pero tras haber eliminado 
previamente la poblaciôn de linfocitos T, por ser la poblaciôn mayoritaria en estas 
muestras. Este primer paso se abordaba utilizando un protocolo de formaciôn de 
rosetas de los linfocitos T con eritrocitos de carnero (SRBC, Sheep Red Blood Cells; 
Durviz, Espaha) previamente tratados con S-(2-Aminoethyl) isothiouronium bromide 
hydrobromide (Sigma-Aldrich). Los SRBC asi activados se incubaban con la poblaciôn 
leucocitaria total manteniendo una proporciôn de 4 SRBC por cada célula de la 
suspensiôn, incubando la mezcla pre-concentrada en forma de pellet mediante
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centrifugaciôn (200 g., 18 minutos a 4^0) en hielo durante 1 hora. Posteriormente, el 
pellet era cuidadosamente resuspendido y tras anadir Histopaque-1077 se 
centrifugaba (800 g.) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se 
recogia la interfase que contenia la poblaciôn de sangre periférica altamente 
empobrecida en linfocitos T, los cuales sedimentan junto con los eritrocitos en el 
fondo del tubo, y consiguientemente, con una proporciôn de linfocitos B superior, 
generalmente, al 40%. Sobre esta suspensiôn celular pre-enriquecida, se abordaba el 
protocolo de aislamiento por selecciôn positiva de células CD19"^  con tecnologia MACS 
descrito anteriormente.
2.1.2.- Aislamiento de céluias B, sanas o LLC, para ensayos in vitro
El enriquecimiento de las poblaciones B, LLC o sanas, dedicadas a 
experimentos in vitro, como los que se detallan mas adelante, se realizô mediante 
depleciôn de otras poblaciones, evitando asi, que las células B de interés porta ran 
anticuerpos unidos que pudieran afectar a los ensayos.
Para ello, las suspensiones celulares de la fracciôn leucocitaria enriquecida 
mediante centrifugaciôn en Histopaque-1077 de muestras de sangre de pacientes LLC 
o las mismas de sanos pero tras depleciôn T por formaciôn de rosetas, se incubaban 
con una mezcla de anticuerpos de ratôn, a-CD2, a-CD3, a-CD14, a-CD13 y a-CD56 
{BD Biosciences; Anexo II, Tabla 2), los cuales reconocen moléculas diana de 
poblaciones T, NK (Natural Killer), monociticas y granulociticas a descartar. 
Posteriormente, las suspensiones se incubaban con bolas magnéticas Dynabeads 
(Dynal, Oslo, Noruega), conjugadas a un anticuerpo secundario frente a IgG de ratôn, 
en una relaciôn de 4 bolas por cada célula diana. La separaciôn de células unidas a 
bolas se realizaba colocando la suspensiôn celular incubada con bolas en un separador 
magnético Dynal. En todos los casos, se realizaron al menos dos rondas de separaciôn 
para eliminar completamente las células unidas a anticuerpo. Las suspensiones 
celulares recuperadas tras la depleciôn esta ban enriquecidas en células CD19^ en mas 
de un 98%, en el caso de muestras LLC, o de un 90% cuando se trataba de donantes 
sanos.
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2.2.- Procesamiento de gangiios iinfàticos
El estudio de Eph/EFN en ganglios linfaticos se realizô tanto a nivel histolôgico, 
mediante microscopia de inmunofluorescencia, como a nivel de ARN. Para ello, las 
biopsias frescas de ganglios eran divididas en dos porciones utilizando un bisturi y cada 
una de ellas era procesada segun el analisis a realizar.
>  Ganglia linfâtico para inmunofluorescencia: una porciôn de la biopsia de ganglio 
se embebia en Tissue-TEK® O.C.T. *^  ^Compound [Sakura Finetek, Flolanda), medio 
de congelaciôn especifico para la crio-preservaciôn de tejidos. Tras una cuidadosa 
congelaciôn en nitrôgeno liquido, era almacenado en el mismo hasta su 
utilizaciôn {wer Analisis Histolôgico).
>  Suspensiôn celular para la obtenciôn de células B o endoteliales: la porciôn del 
ganglio restante se sometia a disgregaciôn, primero mecanica, troceado y 
disgregaciôn con malla de acero, y posteriormente enzimatica con colagenasa 
(400 U/mL; Colagenasa Tipo IV, Invitrogen), durante 1 hora a 37^C. Las 
suspensiones celulares asi obtenidas se incubaban con anticuerpo de ratôn a-CD2, 
a-CD3, a-CD13 y a-CD14 para su posterior depleciôn con bolas Dynal, como se 
detalla en el apartado anterior. La suspensiôn celular asi deplecionada era 
seguidamente sometida a un protocolo de selecciôn positiva de células CD31^ 
incubàndola primero con un anticuerpo monoclonal primario de ratôn a-CD31 {BD 
Biosciences, Anexo II, Tabla 1) y lu ego con un anticuerpo secundario unido a MACS 
para su posterior selecciôn positiva con AutoMACS. De este aislamiento se 
recogia n ambas fracciones, correspondiendo la fracciôn positiva mayoritaria­
mente a células endoteliales, que eran conservadas para aislamiento de su ARN, 
mientras que la fracciôn negativa era utilizada para selecciôn positiva de células 
CD19 con MACS, como se detalla en un apartado anterior, y dedicadas a 
extracciôn de ARN.
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3.- Cultivas con células endoteliales
3.1.- Cultivas de HUVEC
Las células endoteliales humanas de cordon umbilical (HUVEC, Human Umbilical 
Vein Endothelial Cells, PromoCell, Heidelberg, Alemania), se cultivaban en medio de cultivo 
comercial (Endothelial Cell Growth Medium, PromoCell), hasta su utilizaciôn en los 
experimentos, renovandolo cada 3 dias de cultivo, siguiendo las instrucciones del 
proveedor. Para el mantenimiento de las células en cultivo y su expansiôn de cara a 
realizar los experimentos, los cultivos se desdoblaban cuando la confluencia alcanzada en 
los recipientes de cultivo (flasks, BD Falcon, Francia) era de aproximadamente un 60%, 
mediante un primer lavado con PBS-EDTA (Anexo III) y seguido de incubaciôn durante 
aproximadamente 90 segundos (observando al microscopio) en PBS-EDTA-TRIPSINA 
(proporciôn 4:1, Sigma-Aldrich, Anexo III), ambas soluciones atemperadas previamente a 
375C. El numéro maximo de estos pases fue de ocho para la utilizaciôn de las HUVEC en 
experimentos.
3.2.- Cultivos de EA.hy926
La Imea endotelial EA.hy926 dériva de la fusiôn de células endoteliales HUVEC con 
la Imea A549 estable de carcinoma de pulmôn (Edgell y cols., 1983). Esta Imea es 
frecuentemente usada como modelo endotelial, puesto que mantiene varias propiedades 
de sus progenitoras endoteliales, como la expresiôn de CD31, aunque no todas ellas 
(Lidington y cols., 1999), presentando por ejemplo un patrôn diferencial en la expresiôn de 
integrinas en relaciôn a HUVEC (Baranska y cols., 2005). La Imea fue amablemente donada 
por el Dr. Cora-Jean S. Edgell (Universidad de Carolina del Norte, USA) y se cultivô en 
condiciones estandar con medio RPMI-Completo (Anexo III) en incubador.
4.- Analisis de Expresiôn de Eph/EFN mediante RT-PCR
4.1.- Aislamiento de ARN
La extracciôn de ARN total se realizaba tras el aislamiento de las poblaciones 
celulares de interés, como se detalla anteriormente, lisando éstas en Tri-Reagent
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(Sigma-Aldrich), segûn las recomendaciones del fabricante. La cantidad y calidad del 
ARN extraido se valoraba mediante lectura de absorbancias a 260 nm y a 280 nm de 
longitud de onda, A260 y A280 respectivamente, (SmartSpec^'^3000, Bio-Rad, 
Barcelona Espaha). En todos los casos, se considère un valor ôptimo de calidad de 
ARN (A260/A 2 8 0) de 1,8-2.
4.2.- RT-PCR
Para la obtenciôn de cDNA, las reacciones de transcripciôn inversa se 
realizaban con el kit Superscript III RT (Invitrogen), partiendo de 2 pg de ARN total en 
un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), siguiendo las recomendaciones 
del fabricante.
A partir de las secuencias disponibles en el Genebank para las moléculas de 
interés, se disenaron las parejas de cebadores (Anexo IV) utilizadas en este estudio 
(programa Primer 3, http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). que fueron sintetizadas por 
Sigma-Genosys (Sigma-Genosys Ltd, Cambridgeshire, Reino Unido). En todos los casos, 
las parejas de cebadores utilizados se localizaron en distintos exones, por lo que una 
posible amplificaciôn de ADN genômico o bien no era posible por tener un tamaho 
excesivamente grande para su amplificaciôn en las condiciones de PCR utilizadas, o 
bien podia ser claramente discriminado del producto esperado por su mayor tamaho.
Las reacciones de amplificaciôn por PCR se realizaban utilizando la polimerasa 
AmpliTaqGold (Applied Biosystems, Foster City, California, Estados Unidos) siguiendo 
las recomendaciones del fabricante, en un termociclador con gradiente de 
temperaturas (Mastercycler gradient, Eppendorf), en las siguientes condiciones de 
reacciôn:
>  Activaciôn inicial de la polimerasa AmpliTaqGold: 93®C durante 5 minutos.
>  40 ciclos que comprenden:
V  15 segundos de desnaturalizaciôn a 945C.
V  30 segundos de hibridaciôn a 58SC.
V  30 segundos de extensiôn a 72^0.
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>  Extension final, 10 minutos a 72^C.
Los productos de PCR se separaban por electroforesis de penetrabilidad en 
geles de agarosa (MB Agarose, Biotools, Madrid, Espaha) al 1,2 % (peso/volumen) en 
TAE IX  (Anexo III), utilizando un marcador de peso molecular para determinar el 
tamaho de las bandas (Marker VIII, Roche Diagnostics, Alemania). La visualizaciôn de 
las bandas se realizaba mediante tinciôn de los geles con bromuro de etidio (Sigma- 
Aldrich) y las imâgenes de los mismos se obtenian en un sistema trans-iluminador con 
luz UV y camara digital (Gel-Doc, Bio-Rad, Barcelona, Espaha). La cuantificaciôn de 
bandas se realizaba mediante programa informàtico (Quantity One, Bio-Rad).
4.3.- PCR cuantitativa a tiempo reai (Q-RT-PCR)
Para la determinaciôn por PCR cuantitativa (Q-RT-PCR) del contenido de ARNm 
de las dos isoformas de EFNA4, ZAP-70 o (3-actina, esta ultima como gen de control 
interno (housekeeping), se diseharon parejas de cebadores ôptimas para este tipo de 
aproximaciôn, evaluandose las curvas de disociaciôn de varias parejas con el fin de 
utilizer las ôptimas (Anexo IV). Para la detecciôn de estas amplificaciones se usô Power 
SyBR Green PCR Mastermix (Applied Biosystems), plaças MicroAmp (Applied 
Biosystems) con tapa (Optical Caps, Applied Biosystems) y termociclador AbiPrism- 
7700 (Applied Biosystems)(\Jr\\àaô de Genômica del Campus Moncloa, Parque 
Cientifico de Madrid). El analisis del valor Ct (ciclo umbral o Cycle Threshold) de las 
reacciones se realizô con el programa informàtico AbiPrism software (Applied 
Biosystems), disponible en la Unidad de Genômica del Campus Moncloa (Parque 
Cientifico de Madrid).
Los valores de Q-PCR-RT para las distintas muestras se expresaban bien como 
valor ACt (Cj gen p ro b le m a  -  Cj p -a c t in a )  y comparaciôn entre las distintas muestras o 
mediante el método 2 '^ ^  utilizando como calibrador linfocitos B sanos, donde AACj 
se define como:
AACt = ACt, p ro b le m a  “  A C j ,  c a lib ra d o r  
A C t ,  p ro b le m a  =  C t ,  p ro b le m a  - C t ,  s. re fe re n c ia  
A C t ,  c a l ib r a d o r  =  C t ,  c a l ib r a d o r  - C t , s. re fe re n c ia
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5.- Clonadôn y secuenciaciôn de productos PCR EFNA4.
Los productos de amplificaciôn por PCR para EFNA4 fueron clonados en plasmidos 
para la trasformacion bacteriana usando el kit de clonadôn TOPO-TA [Invitrogen). Las 
secuencias de nucleôtidos se determinaron mediante secuenciaciôn de bases en AbiPrism- 
3730 [Applied Biosystems) (Unidad de Genômica del Campus Moncloa, Parque Cientifico de 
Madrid).
6.- Electroforesis SDS-PAGE y Western Slot
La cantidad de protema présente en los sueros de pacientes o sanos, previamente 
deplecionado de albûmina (SwelIGel, Pierce), se determinô mediante el método Bradford 
para cargar en los geles de 20-40 pg de protema total. Las muestras desnaturalizadas, fueron 
sometidas a una electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE, PolyAcrylamide Gel 
Electrophoresis), en condiciones desnaturalizantes, utilizando el detergente iônico 
dodecilsulfato sôdico (SDS, Sodium Dodecyl Sulfate). Las protemas se transfirieron a 
membranas PVDF [Immovilon-P membranes, Millipore), para posterior inmunodetecciôn de 
EFN A4 con el anticuerpo a-EFNA4-b (R&D Systems, Oxon, Reino Unido; Anexo II, Tabla 3) y 
SAV unida a peroxidasa (SAV-HRPO; Jackson-ImmunoResearch Europe, Suffolk, Reino Unido). 
Para el revelado de bandas, se empleô el sustrato quimio-luminiscente ECL Plus reagent 
[Amersham, Buchinghamshire, Reino Unido) y pelicula radiografica de alta sensibilidad 
(Kodak, Madrid, Espaha). La pelicula expuesta se digitalizô con un escàner piano 
(HewIetPackard, California, Estados Unidos), para su posterior analisis.
7. Cuantificaciôn de EFN A4 en suera de pacientes mediante ELiSA
La cuantificaciôn de EFN A4 en el suero de pacientes y de donantes sanos, se abordô 
mediante ensayos ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) tipo sandwich. Para ello, los 
pocillos de las plaças para ELISA utilizadas, MaxiSorp Nunc-Immunoplates (Nunc, Nueva York, 
Estados Unidos) se incubaron con 100 pL de PBS conteniendo 2 pg/mL del anticuerpo de 
captura a-EFNA4 (R&D Systems, Anexo II, Tabla 3) durante 2 horas a 379C. Las muestras se 
diluyeron 34 y % en tampôn de incubaciôn y se anadieron a los pocillos durante 2 horas a 
375C. Posteriormente, las plaças adecuadamente lavadas, se incubaron con el anticuerpo de
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detecciôn a-EFNA4-b (1 pg/mL). Finalmente las plaças se incubaron con SAV-HRPO (Jackson- 
ImmunoResearch Europe) (0,5 pg/mL). El revelado de la actividad peroxidasa se realizô con el 
sistema ABTS como sustrato y las lecturas se realizaron a longitud de onda dual 492 nm, para 
la detecciôn del producto, y 405 nm en un lector de plaças para ELISA (Bio-Tek Instruments, 
Alemania).
Para el calculo de la recta patrôn, se utilizô como estandar la protema recombinante 
Humana EFNA4-Fc (R&D Systems, Anexo II, Tabla 4), partiendo de una concentraciôn maxima 
de 1,0 p/mL y hasta 8  diluciones seriadas, suponiendo cada una de ellas % de la anterior. A 
partir de la curva patrôn obtenida, se determinaron las concentraciones de EFNA4 en las 
muestras problema (ng/mL).
8.- Analisis inmunofenotipico y de uniôn de proteinas recombinantes mediante citometria 
de flujo
Las tinciones con anticuerpo y la uniôn de protemas recombinantes se realizaron en 
tampôn PBS-F ACS (Anexo III), utilizando un numéro de células de 2 ô 3 xlO^ células en 50 pL 
de PBS-FACS. Los lavados, igualmente en PBS-FACS, se realizaron centrifugando las muestras 
durante 5 minutos a 1.200 revoluciones por minuto (rpm) en una centrifuga (MULTIFUGE 3 
R, Heraeus) o durante 7 minutos a 6.500 rpm en una microfuga (Biofuge fresco, Heraus, 
Madrid, Espaha), dependiendo del tipo de tubo muestra utilizado para las incubaciones.
La adquisiciôn de muestras se realizô en un citômetro de flujo F A C S c a u b u r  
(Fluorescence-Activated Cell Sorting; BD Immunocyotmetry systems. California, Estados 
Unidos), equipado con dos laseres de 488 nm y 630 nm y cuatro detectores de fluorescencia, 
o un FACScan (BD Immunocyotmetry systems) equipado con un laser 488 nm y très 
detectores de fluorescencia, ambos del Centro de Citometria y Microscopia de Fluorescencia 
de la UCM. La adquisiciôn de muestras y el analisis de datos mediante citometria de flujo se 
realizô con los programas CellQuest o CellQuest-Pro (BD Immunocytometry systems).
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8.1.- Tinciones con anticuerpos
Las tinciones con anticuerpos fueron directes, utilizando anticuerpos 
directamente conjugados a fluorocromo (Anexo //, Tabla 1), o indirectes, utilizando 
anticuerpos primarios no unidos a fluorocromo (Anexo II, Tablas 2-3). En todos los casos, 
se utilizaron cantidades saturantes de anticuerpo, recomendadas por los fabricantes o 
evaluadas en el laboratorio. En el caso de tinciones indirectes, tras incubaciôn con el 
anticuerpo primario correspondiente, este se detectaba con anticuerpos secundarios 
especie-especificos unidos a fluorocromo (Anexo II, Tabla 5) o SAV unida a fluorocromo 
(Anexo II, Tabla 5), en el caso de anticuerpos primarios unidos a biotina. En los casos en 
que la tinciôn incluia, tanto marcaje directo como marcaje indirecto en la misma 
muestra, siempre se realizaba en primer lugar el indirecte.
Por otra parte, algunas de las tinciones con anticuerpos se realizaban para 
detectar protemas intracelulares o frente a dominios intracelulares, por lo que las 
muestras requerian ser permeabilizadas. En estos casos, primero se realizaban las 
tinciones de la superficie celular, como las descritas anteriormente, y posteriormente las 
células se fijaban en soluciôn comercial, Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences), conteniendo 
4% paraformaldehido durante 20 minutos a 4^C. Para realizar la tinciôn intracelular, los 
anticuerpos se ahadian a las células en tampôn comercial conteniendo saponina como 
agente permeabilizante (PermWash, BD Biosciences). Finalmente, las células eran 
resuspendidas en tampôn PBS-FACS para su analisis por citometria de flujo.
8.2.- Uniôn de protemas recombinantes EphA2-Fc y EFNA4-Fc
Las células a evaluar se pre-incubaban con fragmentos Fc de IgG Humana (h-Fc, 
Jackson-ImmunoResearch Europe), 0,2 pg/10® células, durante 10 minutos a 45C, para 
bloquear la uniôn de las protemas recombinantes a las células por su dominio Fc. Las 
protemas recombinantes (R&D Systems; Anexo II, Tabla 4), las cuales se describen 
detalladamente en el apartado 9.2.1, se emplearon a 0,5 pg/10® células y se visualizaron 
gracias a la uniôn con a-Hist unido a fluorocromo, bien isotiocianato de fluorescema 
(FITC; AbD Serotec, Oxford, Reino Unido) o bien ficoeritrina (PE; R&D Systems), 
empleando las cantidades recomendadas por el fabricante en cada caso.
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9.- Cultivos celulares
9.1.- Cultivas de linfocitos B sanos y estimulaciôn
Linfocitos B sanos enriquecidos segün el apartado 2.1.2, se cultivaban en medio 
RPMI-Completo {Anexo III) durante 3 dias en incubador {37^C, 5% de CO2 en aire y 
humedad). Los tratamientos de estimulaciôn consistian en suplementar al medio de 
cultivo con 0,5 pg/mL de a-lgM (Fragmentos F(ab)2, Jackson ImmunoResearch Europe) ô 1 
pg/mL de LPS (lipopolisacaridos; Sigma-Aldrich) adaptando los protocolos publicados 
anteriormente (J.J. Mond & M. Brunswick, Current Protocols in Immunology, UNIT 3.10). 
Transcurrido el tiempo pautado la totalidad de la muestra se recogia mediante diverses 
lavados con PBS-EDTA a 37^0 para su posterior analisis segun el caso. Cada uno de los 
supuestos se realizô con 6 muestras sanas.
9.2.- Ensayos funcionales y tratamientos Eph/EFN
Todos los ensayos funcionales, los cuales se ran descritos a continuaciôn, se llevaron 
a cabo bajo las siguientes directrices générales:
>  Incubador: 37^C, 5% CO2, humedad.
>  Plaças de 96 pocillos fondo piano {BD Falcon), a excepciôn de los
ensayos de migraciôn.
>  El medio de cultivo utilizado fue RPMI-Experimentos (ver Anexo III), en
un volumen de 200 pL por pocillo, a excepciôn de los ensayos de 
adhesiôn linfocito-endotelio y analisis de conjugados, que eran 
realizados en 30 pL.
>  La evaluaciôn de los ensayos por citometria de flujo se realizô en un
F A C S c a lib u r / a intensidad de flujo medio, durante un tiempo fijo y su
posterior analisis con el programa FCS Express V3.
>  Todos los supuestos se realizaron por triplicado, sin excepciôn.
9.2.1.- Proteinas recombinantes Eph/EFN
Las protemas recombinantes utilizadas {R&D Systems, Anexo II, Tabla 4) 
consistian en homodimeros del dominio extracelular de interacciôn ligando/receptor.
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un p éptido  de union (lEG R M D ) y una region de! frag m en to  Fc de IgG hum ana. Este 
fra g m e n te  esta fusionado a su vez con seis repetic iones de Histidina (H ist) {Figura 8  
A).
El uso de estas proteinas recom binantes, ta n to  para c itom etria  com o para la 
realizaciôn de los ensayos funcionales, se realizaba previa incubaciôn de las células 
con frag m en tes  Fc de IgG hum ana (h-Fc, Jackson Im m unoR esearch Europe), 0 ,2  pg/10^  
células, d u ra n te  10 m inu tes  a 4^C, con el fin de b loquear la union de las proteinas  
recom binan tes  a las células per su dom in io  Fc.
Protema recombinante
tfpo Eph-Fc
Homodimeros Eph
Péptido de union
Fragmento Fc
Cola de poli-Histidina
B
HUVEC Célula B
r
&
EphA2
Protêt na Re combinante
EFNA4
•e
a
Figura 8. Representaciôn gràfica de una molécula recombinante Eph. A) Los homodimeros, 
que determ inan el tipo receptor contienen zonas de union a EFN. lEGRMD es el péptido de 
union. El fragm ento  Fc pertenece a una IgGi. La cola de Histidina consta de seis repeticiones. 
La recom binante EFNA4-Fc, responde a la misma estructura, con los correspondiente 
homodimeros con zonas de union al receptor. B) A l sum inistrar las proteinas recombinantes, 
EphA2-Fc y EFNA4-Fc, separadamente sobre la poblaciôn correspondiente, estamos 
bloqueando la sehal intrinseca y posiblemente impidiendo que se produzca sehalizaciôn a 
través de la molécula nativa.
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Las proteinas se utilizaban a concentraciôn saturante de 0,5 pg/lO^ células, 
determinado por citometria de flujo. En los casos en que las proteinas eran 
suministradas en forma pre-agregada, valiéndonos de sus caracten'sticas, se 
incubaron con cantidades equimoleculares de a-poli-Hist-b [R&D Systems; Anexo II, 
Tabla 6), 0,5 pg/10^ células y, en algùn caso, SAV (0,2 pg/10® células) {Jackson- 
ImmunoResearch Europe; Anexo II, Tabla 5). La formacion de complejos se realizaba 
durante 30 minutos en frio, con la mezcla de proteinas indicadas en PBS. Los 
tratamientos con proteinas recombinantes EFNA4-Fc o EphA2-Fc sobre endotelios o 
células B, respectivamente, se realizaron siempre pre-incubando las poblaciones 
celulares separadamente (0,5 pg/10^ células) y retirando la protema no pegada previo 
al co-cultivo. El posible efecto de esta agiutinacion se représenta en la Figura 8 B.
9.2.2.- Ensayos de transmigraciôn en monocapas de HUVEC
Las HUVEC eran sembradas en plaças de cultivo 96 pocillos y, tras alcanzar 
confluencia, eran tratadas con TNF-a (10 ng/mL) durante toda una noche, siendo 
retirado al menos dos horas antes del co-cultivo. Las células B, tanto sanas como 
leucémicas, eran tenidas previamente al co-cultivo, con el colorante fluorescente CFSE 
(Carboxi-Fluorescein-Succinilmidil-Éster; Molecular Probes, Invitrogen) en soluciôn 
PBS 2 pM CFSE, siguiendo el protocole recomendado por el fabricante. La 
incorporaciôn de este colorante fluorescente en las células B permitia su 
identificacion posterior mediante citometria de flujo. El co-cultivo se mantenia en 
incubador (37^C, 5% CO2 ) durante 2 horas, tras lo cual se recuperaban las células en 
lavados diferenciales atendiendo a su grado de adhesion al endotelio. Mediante un 
primer lavado, suave pero exhaustive, con medio RPMI previamente atemperado a 
3 7 9 c, se recogia la fracciôn de células que no se habian adherido a la monocapa, 0  
cuya adhesion habia side mas débil. A esta fracciôn se le denominô Fl. El siguiente 
lavado se realizaba con PBS-EDTA a 379C, dejando actuar durante 7 minutos a este 
quelante de calcio, lo que provocaba que en esta segunda fracciôn, F2, pudieran 
récupéra rse mayoritariamente las células B que esta ban fuertemente unidas a la 
monocapa. Finalmente, se realizaba un ultimo lavado en medio RPMI-EDTA-TRIPSINA 
{Sigma-Aldrich; ver Anexo III), dejando actuar a esta enzima durante 10 minutos, 
permitiendo recoger en esta ultima fracciôn, denominada F3, las células endoteliales
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junto con las células B que hubieran migrado a través de la monocapa. Tras este 
ultimo lavado se examinaba la plaça de ensayo al microscopio, para asegurar que 
ambos tipos celulares habian sido recogidos en su totalidad.
9.2.3.- Ensayos de adhesion linfocito-endotelio
Monocapas de HUVEC en cultivo se estimulaban con 10 ng/mL de TNF-a 
(PeproTech, Nueva York, Estados Unidos) durante la noche, tras lo cual se reponian los 
cultivos con medio fresco sin TNF durante 2 horas, y se procedia a levantarlas con 
PBS-EDTA atemperado a 379C. A continuaciôn, las suspensiones celulares de HUVEC 
se tenian con el colorante fluorescente PKH26 (Red Fluorescent Cell Linker Mini Kit, for 
General Cell Membrane Labelling; Sigma-Aldrich) siguiendo el protocole recomendado 
por el fabricante. La fluorescencia emitida se recogia en el canal FL-2H de los 
citometros utilizados.
Los linfocitos B, tanto sanos como leucémicos, eran tehidos previamente con 
CFSE (2 pM), siguiendo el protocole recomendado por el fabricante, pudiendo 
identificar su fluorescencia en el canal FL-IH de los citometros utilizados.
Una vez tehidos ambos tipos celulares, se procedia a su co-cultivo mezclandolos 
en una proporcion de 5x10* HUVEC y 2x10^ células B por pocillo en un volumen de 
medio de 30 pL, y se mantenian durante 60 minutos en agitaciôn constante, para 
maximizar el contacte entre ambos tipos celulares. Transcurrido el co-cultivo, se 
ahadia soluciôn fijadora {CellFix, BD Biosciences), con el fin de que los complejos 
celulares linfocito-endotelio (conjugados) formados durante el co-cultivo se 
mantuvieran estables hasta su analisis por citometria de flujo.
El analisis de estos conjugados celulares se realizô mediante citometria de flujo, 
como se muestra en la Figura 9. En una representaciôn biparamétrica, FL-IH versus 
FL-2H, se acotaba la poblaciôn CFSE^  total y, posteriormente, se determinaba en la 
misma la proporciôn de la poblaciôn PKH26* (Figura 9), que debia corresponder a los
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conjugados celulares. Estos ensayos se realizaron con 13 muestras B-LLC y con 3 
muestras B-SP.
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Figura 9. AnàUsis de conjugados mediante 
citometria de flujo. La form acion de 
conjugados se identified gracias a las tinciones 
previas realizadas sobre los tipos celulares a 
analizar, B/B-LLC-CFSE (FL-IH), endoteliales- 
PKH26 (FL-2H), de manera que los conjugados 
se identificaron como la poblaciôn doble 
positiva en estos canales de fluorescencia.
Acotada una prim era region en FSC y SSC, se 
analizaron los canales de fluorescencia de interés, con el fin  de acotar una nueva region 
que comprendiera las células que presentaran una alto intensidad de fluorescencia para
FL IFI. A p a rtir  de esta nueva région, se identified el porcentaje de células que, ademâs,
presentaran una a lto  intensidad de fluorescencia en FL-2H. Se muestra un expérimenta 
representativo realizado con B-LLC y HUVEC.
10 10 10 
B-LLC-CFSE (FL-IH)
9.2.4.- Ensayos de adhesion de células B a moléculas de la matriz extracelular (MEC) 
o moléculas de adhesion (CAM)
Los pocillos de plaças de cultivo se pre-incubaron con 100 pL de PBS 
conteniendo 10 pg/mL de moléculas de matriz extracelular: FibroNectina (FN, Sigma- 
Aldrich), VitroNectina (VN, BD Biosciences), LaMinina (LM, Sigma-Aldrich), CoLâgeno-l 
(CL-I, Sigma-Aldrich) y Àcido Hialurônico (AH, R&D Systems), o las moléculas de 
adhesion rh-ICAM-1 6 rh-VCAM-1 (ambas de R&D Systems), a 37^C durante 2 horas. 
Finalmente, los pocillos eran lavados con PBS a 379C, para posteriormente ahadir 
5x10^ células B, leucémicas o sanas, y se mantenian en cultivo durante 2 horas en 
incubador (5% CO2, 379C), tras lo cual se agitaban las plaças y se recogfan las células 
no adheridas.
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El recuento  de las células recuperadas se d e te rm in ab a  m ed ian te  c itom etria  de 
flu jo , usando com o herram ien ta  de conteo , C o u n tB rig h f^  A bsolute Counting B ead  
(Inv itrogen) siguiendo las recom endaciones del fab ricante . Estas m icroesferas  
fluorescentes presentan unas caracten'sticas de tam ano -co m p le jid ad  m uy d iferen tes  
de las de las células B de interés, gracias a lo cual se pueden discrim iner am bas por 
citom etria  de flu jo  {Figura 10). A nad iendo  a cada pocillo a evaluar un num éro  
conocido de m icro-esferas, se puede cuantificar la cantidad de linfocitos B 
recuperados, u tilizando la siguiente fo rm ula:
N5 d e  lin fo c ito s  B no  a d h e rid o s  =
N5 d e  B v is u a lizad o s  x de  m ic ro -e s fe ra s  an a d id a s
N5 d e  m ic ro e s fe ra s  v isua lizadas
1024
Micro-esferas
768-
f  512-
^  ; 
256-
Linfocitos B
0 256 512 768
Figura 10. 
Discriminaciôn de 
microesferas y 
células B por 
citometria de flujo  
atendiendo a 
tamaho (FSC) y 
complejidad (SSC).
FSC-Height
9 .2 .5 .- Ensayos de m igradôn en respuesta a gradientes de quimiocinas (quim iotaxis)
Los ensayos de quim iotaxis se llevaron a cabo en plaças Transw ell Insert Plates 
{Costar, Corning) con fo rm a to  de 96  pocillos y filtros con tam an o  de poro de 5 pm  de 
d iam etro . Estos ensayos se realizaron, ta n to  en presencia com o en ausencia de 
m onocapa de HUVEC p re -tra tad a  con T N F -a  (10  ng/m L, d uran te  la noche). Un to ta l de 
5x10^ células B, sanas o leucém icas, p re -ten idas  con CFSE (2 p M ) eran anadidas al 
c o m p a rtim e n te  superior de los pocillos, m ientras que en la parte  in ferio r se ahadian  
las distintas quim iocinas recom binantes {Peprotech): CCL19 (5 0 0  ng/m L), CXCL12 (100  
ng/m L) y CXCL13 (1 0 0 0  ng/m L). Las plaças se centrifugaban levem ente  (5 segundos, 
2 00  g.) y se m anten ian  en cultivo en incubador duran te  2 horas. Las células B 
m igradas al c o m p artim en te  in ferio r de los pocillos se recogian en PBS-EDTA. El
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numéro de células migradas se determinaba mediante recuento por citometria de 
flujo y microesferas (ver apartado anterior).
9.2.6.- Ensayos de supervivencia de células B en presencia de células endoteliales
Monocapas de HUVEC en cultivo eran tratadas o no con TNF-a (10 ng/mL) 
durante la noche en medio para HUVEC y mantenidas en incubador. Seguidamente, 
los cultivos se reponian con medio RPMI-1% FCS sin citocina hasta la adiciôn de las 
células B. Un grupo de cultivos se fijaban con soluciôn formaldehido 4% comercial 
(Cellfix) durante 15 minutos en incubador, tras lo cual se retiraba el fijador y se 
lavaban repetidamente con PBS IX  y, finalmente, en medio RPMI-Experimento donde 
se mantenian hasta su utilizaciôn en los co-cultivos. Para todos estos supuestos, se 
ahadian 2,5x10^ células B en medio RPMI-Experimento, cultivandose durante distintos 
tiempos como se detalla en Resultados. En algunos supuestos, se ahadia a los co- 
cultivos las moléculas de adhesion recombinantes rhlCAM-1 6 rhVCAM-1 (R&D 
Systems), 0,1 pg por pocillo, y/o rhEphA2-Fc o rhEFNA4-Fc, como se indicaba en el 
apartado 9.2.1.
Para la determinaciôn por citometria de flujo de la supervivencia y apoptosis de 
las células B en estos cultivos, las células eran recuperadas de los pocillos de cultivos 
en su totalidad, tratando los pocillos con PBS-EDTA-TRIPSINA, en los cultivos con 
HUVEC vivas, o PBS-EDTA en los cultivos con HUVEC fijadas. Las suspensiones 
celulares se incubaban durante 1 hora en una soluciôn tampôn HEPES especial para 
tinciôn con Anexina-V (Tampôn Anexina, Anexo III) conteniendo Anexina-V-PE (0,2 
pL/pocillo; BD Biosciences) y a-CD19-FITC {Anexo II, Tabla 1). Finalmente, se ahadia el 
colorante fluorescente intercalante de ADN 7-AAD (1 pg/mL) durante 15 minutos a 
temperatura ambiente {BD Bioscienses). Las muestras se adquirian en un citômetro de 
flujo y las poblaciones vivas y apoptôticas se acotaban como se muestra en la Figura 
11, tras acotar la poblaciôn CD19\
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Figura 11. Anàlisis por citometria de 
flujo de los poblaciones vivas y 
apoptôticas tempranas mediante 
tinciôn con Anexina-V-PE y 7-AAD.
Las células vivas se acotaban en el 
cuadrante inferior izquierdo y las 
células apoptôticas tempranas, en el 
cuadrante inferior derecho. Las 
células necrôticas, en el cuadrante 
superior derecho.
Anexina-V-PE
10.- Microscopia Confocal
10.1.- Adquisiciôn y anàlisis de imâgenes
Las imâgenes de fluorescencia fueron adquiridas en un microscopio confocal 
espectral [TCS-SP2 AOBS, Leica, ) acoplado a un microscopio motorizado invertido (IRE-2, 
Leica). La adquisiciôn del escaneo secuencial fue Nevada a cabo por line-averaging (X8) y 
acumulada por frame (X2) a una resoluciôn de 1024 X 1024 pixeles, en una habitaciôn a 
229C en oscuridad. Los programas informâticos utilizados para tratamiento y analisis de 
imâgenes fueron: para el anàlisis cuantitativo de imagen: Leica Confocal Software, LCS. 
(Leica Microsystems Corp.), Metamorph 7.0 (Universal Imaging, Inc.) e Image-J, para 
randerizaciôn 3D, deconvoluciôn y filtrado: Image Surfer, Paraview e ImageJ.', y para 
maquetado de figuras: Adobe Photoshop CS2.
10.2.- Inmunofluorescenclas en ganglios linfâticos
De los ganglios linfâticos almacenados en N2 liquido, se obtenian secciones de 8 
pm a -24^C, en criostato (Leica 1850, Heidelberg, Alemania). Las secciones se dejaban 
secar al aire durante toda una noche y se fijaban a temperatura ambiente durante 10 
minutos en acetona (Panreac S.A., Barcelona, Espaha). Las secciones se pre-hidrataban 
en PBS-BSA (Anexo III), previo a realizar las inmunofluorescenclas. Las incubaciones con 
anticuerpos se realizaban en câmara hümeda, 30 minutos, anadiendo a cada secciôn 50
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pL de soluciôn PBS-BSA conteniendo 0,1 pg/mL del anticuerpo correspondiente. Los 
lavados entre incubaciones se realizaban en PBS-BSA (5 minutos, 3 cambios). Al finalizar 
las inmunofluorescenclas, las preparaciones se monta ban en medio Prolong Gold 
(Invitrogen) y cubreobjetos de vidrio de 0,14 mm de espesor.
Las secciones primero se incubaban con los anticuerpos primarios a-EphA2, a - 
EphA3, a-EphA4 (hechos en conejo; Santa Cruz Biotechnology, California, Estados 
Unidos; Anexo II, Tabla 3) o a-EphA8 (hecho en cabra; R&D Systems, Anexo II, Tabla 3). 
Tras ser lavados, se incubaban con anticuerpos secundarios unidos a Alexa-Fluor®546 
{Anexo II, Tabla 5) hechos en burro y especie especificos a-conejo o a-cabra, segùn el 
caso. Seguidamente, las preparaciones se incubaban con a-CD19 (hecho en ratôn; BD 
Biosciences, Anexo II, Tabla 2), seguido de un secundario a-ratôn conjugado con Alexa- 
Fluor®488 (Anexo II, Tabla 5). Finalmente, se incubaban con a-CD31-Alexa-Fluor®647 
(Anexo II, Tabla 1).
Las inmunofluorescenclas para ki-67 o CD3 (ambos ratôn-lgG-a-humano; BD 
Biosciences, Anexo II, Tabla 2) se revelaban con anticuerpo secundario unido a Alexa- 
Fluor®488, y se combinaban con tinciones frente a a-EphA4, reveladas con un anticuerpo 
secundario Alexa-Fluor®546, y finalmente a-CD19-FITC.
En todos los casos, los nücleos celulares se tiheron con Hoechst 33342 
(Invitrogen).
10.3.- Ensayos de co-localizaciôn y agregaciôn de EphA2 sobre HUVEC
Para la realizaciôn de estos ensayos y su posterior observaciôn, las HUVEC se 
crecieron sobre portaobjetos de vidrio de 16 pocillos (Lab-Tek Chamber Slide '^ ,^ Nunc), 
pretratados con fibronectina (10 pg/mL) durante al menos 1 hora.
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10.3.1.- Co-localizaciôn de EphA2 y EphA4 con EFNA4-Fc
Formas pre-agregadas de EFN A4 (EFNA4-Fc + a-Hist-b + SAV-Alexa- 
Fluor®405 o SAV-Alexa-Fluor®488, ver Anexo II, Tabla 5) se ahadian a los cultivos 
de HUVEC pre-estimuladas con TNF-a (10 ng/mL). Posteriormente, los cultivos se 
fijaban en PF4% y se realizaba la inmunodetecciôn con anticuerpos a-EphA2 o a- 
EphA4, revelados con a-conejo-fluorocromo (segùn el caso). Para visualizar la co- 
localizaciôn de EFNA4-FC y EphA2 ô EphA4, se crearon graficos bi-paramétricos de 
fluorescencia {LCS, Leica). La co-localizaciôn se hizo évidente en Regiones de 
Interés (ROI, Region Of Interest).
10.3.2.- Distribuciôn topolôgica de EFNA4-Fc
La monocapa de HUVEC era estimulada con TNF-a (10 ng/mL) la noche 
previa al ensayo. Tras esta estimulaciôn la monocapa se trataba con la forma pre- 
agregada de EFNA4 (EFNA4-Fc + a-Histidina-b + SAV-Alexa-Fluor®405, Anexo II, 
Tablas 4, 5 y 6) fijandolas con PF4% tras 15, 30 ô 60 minutos de incubaciôn. La 
adquisiciôn de imâgenes seriadas en Z (con un paso de 0,1 pm, objetivo de 
inmersiôn en aceite, 63X) se realizaba desde la zona mâs apical a la basai de la 
monocapa. Las imâgenes seriadas en Z de las proyecciones en pseudo color 
fueron creadas para determinar la distribuciôn topolôgica de los puntos de 
EFNA4 para cada tiempo. Para evaluar estos puntos de fluorescencia las 
imâgenes fueron segmentadas y analizadas {Metamorph 7.1, Molecular Devices) 
de acuerdo al umbral establecido en la escala de pseudocolor.
10.3.3.- Distribuciôn de EphA2 respecta a ICAM-1 y VCAM-1 tras el tratamiento 
con EFNA4-FC
La monocapa endotelial se tratô con 2,5 pg/mL de EFNA4 (EFNA4-Fc + a- 
Histidina-b + SAV-Alexa-Fluor®405, Anexo II, Tablas 4, 5 y 6). Tras 15, 30 ô 60 
minutos de cultivo, las células se fijaban para posteriormente realizar la 
inmunofluorescencia de EphA2 (conejo-a-EphA2 + a-conejo-Alexa-Fluor®546) 
respecto a la de ICAM-1 (ratôn-a-ICAM-1 + a-ratôn-Alexa-Fluor®488) o a la de
59
Material y Métodos
VCAM-1 (ratôn-a-VCAM-1 + a-ratôn-Alexa-Fluor®633). La co-localizaciôn se 
determinô como se describe en el apartado anterior.
10.3.4.- Distribuciôn de ICAM-1 respecto a EphA2 y VCAM-1 tras el tratamiento 
con a-ICAM-1
La monocapa de HUVEC pre-estimulada con TNF-a, se trataba con un 
anticuerpo a-ICAM-1 (ratôn-a-ICAM-1 + a-ratôn-Alexa-Fluor®488) durante 15, 30 
ô 60 minutos, de forma anàloga al apartado anterior. La distribuciôn de ICAM-1 
se analizô frente a la de EphA2 (conejo-a-EphA2 + a-conejo-Alexa-Fluor®546) y la 
de VCAM-1 (ratôn-a-VCAM-1 + a-ratôn-Alexa-Fluor®633). La co-localizaciôn se 
determinô como se describe en el punto 10.3.1.
10.4.- Interacciôn linfocitos-endotelio
Las células B-LLC-SP y las B-SP eran co-cultivadas con la monocapa de HUVEC, 
previamente estimuladas con TNF-a, durante 2 horas. Las células no adheridas eran 
retiradas mediante diverses lavados con RPMI-Experimento a 37?C, en el cual se llevaba 
a cabo el ensayo. Los cultivos eran lavados y posteriormente fijados (Cytofix, BD 
Biosciences) antes de realizar la inmunodetecciôn para EphA2 (a-EphA2 + a-conejo- 
Alexa-Fluor®546) e ICAM-1 (a-ICAM-1 + a-ratôn- Alexa-Fluor®488). Los nücleos celulares 
se tenian con Hoechst 33342 (Invitrogen), usando las recomendaciones del fabricante.
11.- Anôlisis Estadistico
Todos los experimentos eran realizados en triplicado para cada una de las muestras 
analizadas. Las pruebas estadisticas realizadas se describen en cada uno de los apartados 
correspondientes. Los analisis estadisticos para un alto numéro de variables y muestras se 
realizaron en IBM SPSS Statistics (tablas de contingencia y test (Chi-cuadrado) con 
correcciôn exacta de Fisher, analisis de conglomerados agiomerativos, analisis de 
correlaciôn). La significaciôn estadistica de experimentos se valorô mediante el estadistico T- 
Student, para muestras pareadas o no pareadas, segùn el caso, con una o dos colas de 
distribuciôn, y los analisis de regresiôn simple, para determinar la correlaciôn entre variables
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continuas, se realizaron en StatGraphics Centurion XVI o Microsoft Office Excel. Las 
diferencias significativas se representan en base al valor de su significaciôn estadistica 
(*p<0,05; **p<0,01) y ***p<0,005). Las representaciones graficas de valores se realizaron en 
Microsoft Office Excel 2007 o StatGraphics Centurion XVI.
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Al comienzo de nuestro estudio, los datos publicados en relaciôn con la expresiôn de 
Eph/EFN en linfocitos B humanos eran mâs bien escasos (Aasheim y cols., 1997; Inada y cols., 
1997) e inexistantes en relaciôn con la LLC. Tan sôlo se habia descrito la expresiôn de dos 
isoformas de EFN A4 en linfocitos B humanos (Aasheim y cols., 2000) pero no se habian 
relacionado con su funciôn. Por otra parte, algunos estudios habian puesto de manifiesto la 
expresiôn de ciertos miembros de esta familia en lineas celulares leucémicas (Wicks y cols., 
1992; Steube y cols., 1999), pero en cualquier caso no existia una caracterizaciôn mâs o 
menos concluyente de su expresiôn en linfocitos B sanos ni en leucemias ni en linfomas. Por 
consiguiente, era necesario abordar este estudio, tanto desde la perspectiva de la 
enfermedad como de la condiciôn sana.
1.- Caracterizaciôn de la expresiôn de Eph/EFN en B-LLC y B sanas y su posible correlaciôn 
con la cllnica de esta enfermedad
1.1.- Anàlisis comparativo de la expresiôn de Eph/EFN en células B-LLC y B sanas, 
procedentes de sangre periférica o tejidos linfoides (linfoadenopatîas y ganglios linfâticos 
normales)
Células leucémicas CD19^CD5^ enriquecidas a partir de sangre periférica (SP) de 82 
pacientes (B-LLC-SP) y de 2 linfoadenopatias (B-LLC-GL), constituyeron nuestro grupo de 
estudio para la consecuciôn de este primer objetivo, mientras que linfocitos B sanos CD19"^  
aislados a partir de SP (B-SP) de 6 donantes sanos o de 4 ganglios linfâticos (B-GL), 2 reactivos 
y 2 centinela, constituyeron el grupo control.
El anàlisis de la expresiôn de Eph/EFN en las distintas muestras se llevô a cabo 
mediante RT-PCR, utilizando parejas de cebadores especificos para cada uno de los miembros 
de esta familia [Anexo IV, Tablas 1-4), cuyas secuencias de nucleôtidos habian sido 
previamente descritas en humanos. Mediante anàlisis densitométrico de geles, se determinô 
la presencia/ausencia de estos miembros Eph/EFN para las muestras estudiadas, cuya 
totalidad para B-LLC se refleja en el Anexo V, Tabla 1.
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Los patrones de expresiôn de Eph/EFN encontrados en las distintas m uestras  
analizadas, B-LLC y B sanas, p rocedentes de sangre periférica o ganglios linfâticos, se refle jan  
en la Figura 12 , donde se indican los porcentajes de m uestras que presentaron expresiôn  
para cada una de los m iem bros de esta fam ilia . Al rea lizar un p rim er analisis general, 
com parando  las expresiones encontradas en B-LLC y células B, am bas procedentes de sangre 
periférica, se observô una representaciôn  mâs am plia de m iem bros Eph/EFN en las B-LLC-SP 
que en las B-SP sanas y, en tre  las prim eras, una alta heterogeneidad  en cuanto a los patrones  
encontrados en las distintas m uestras [Anexo V, Tabla 1). Al realizar un analisis mâs 
exhaustive de los patrones de expresiôn, se encontrô  que am bos tipos de m uestras  
presentaban en com ün la ausencia de expresiôn de EphA5 ô A7 y EFNA2, A5 ô B1 y B3, asi 
com o la presencia en todas ellas de EFNA4 (encontrada en el 100%  de los B-LLC-SP y en el 
100%  de los B-SP). Para este u ltim o  m iem b ro , adem âs, se d e tec tô  la presencia de dos 
am plicones de d istin to  ta m a n o , que fu e ro n  clonados y secuenciados, com o describirem os  
p o sterio rm ente , con el fin de d e te rm in a r su posible correspondencia con las isoform as  
descritas por otros autores (A asheim  y cols., 2 0 0 0 ).
Expresiôn Eph/EFN p o r RT-PCR
B-LLC-SP B-SP B-LLC-GL B-GL
I
E p h A l E p hA 2  E p hA 3  E p h A 4  EphA S E p h A 7  E phA S E p h A lO E F N A l EFN A2 EFNA3 EFNA4 EFNA5 E p h B l EphB 2 EphB 3 EphB 4 EphBS E F N B l EFNB2 EFNB3
Figura 12. Perfil de expresiôn Eph/EFN en células B mediante RT-PCR. Células CD19* fueron  
enriquecidas a p a rtir de muestras de sangre periférica o ganglios de individuos sanos o con LLC. 
Tras la extracciôn de ARN to ta l y posterior RT-PCR, se analizô la expresiôn de Eph/EFN mediante  
PCR. Los productos de PCR se resolvieron en geles de agarosa 1,2%, tehidos con bromuro de 
etid io y fueron fo togra fiados en un sistema transilum inador Bio-Rad. Los geles se analizaron 
m ediante densitometria. 82 muestras B-LLC-SP, 6 muestras B-SP, 2 B-LLC-GL y 4 B-GL.
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A pesar de estas coincidencias, el patron de expresiôn de B-LLC-SP y B-SP diferia 
ampliamente para el reste de Eph/EFN. El patrôn de expresiôn en B-SP resultô bastante 
homogéneo, con una presencia constante (100%) de algunos receptores (EphA4, EphAS, 
EphB2 y EphB4) y nula de otros miembros, tanto receptores como ligandos (receptores 
EphAlO, EphBl, EphBS y EphB6 y ligandos EFNAl, EFNA3, EFNB2); mientras que los miembros 
restantes (EphAl, EphA2 y EphAS) se detectaron en un bajo porcentaje de muestras (<20%). 
Por el contrario, en las B-LLC-SP se encontrô una baja frecuencia (<50%) de los miembros 
mayoritariamente présentes en B sanas [concretamente los receptores EphA4 (40%), EphAS, 
(30%), EphB2 (<10%), EphB4 (<5%)j, una expresiôn diferencial de ciertos miembros no 
expresados por B-SP [receptores EphAlO (>60%), EphBl (20%), EphBS (<10%), EphB6 (50%) y 
ligandos EFNAl (<20%), EFNA3 (25%) y EFNB2 (10%)] y ausencia de EphAS.
LIegados a este punto, consideramos importante determinar si los patrones Eph/EFN 
observados en las células circulantes podrian verse "alterados" en relaciôn con la procedencia 
tisular de las células. De manera que, mediante el aislamiento de las células de interés a partir 
de ganglios linfoides, pudimos evaluar hasta qué grado los patrones observados en las células 
de sangre periférica podrian modularse segùn su localizaciôn tisular. Para tal fin, sôlo 
pudimos contar con 2 adenopatias LLC y 4 ganglios control, limitando considerablemente esta 
aproximaciôn.
En el caso de B sanas, la ausencia de expresiôn de ciertos miembros en las B-SP se 
confirmô en B-GL, concretamente las de EphA7, EFNA2, EFNA5, EphB3, EFNBl y EFNB3; 
mientras que para otros miembros raramente expresados en B-SP (<20%), se encontraron 
frecuencias de expresiôn mâs altas como EphAl (75%) y EphA3 (100%). No obstante, Bs sanos 
de ambas procedencias diferian claramente en sus patrones de expresiôn. Asi, los B-GL si 
expresaban EphAlO, EphB6 y EFNAl en todos los casos (100%), una mâs alta frecuencia de 
EphAS (75%), EFNA3 (50%), EphBl (50%) y EFNB2 (50%), mientras que no se detectô 
expresiôn de algunos de los miembros mâs frecuentes en circulantes como EphAS, EphB2 ô 
EphB4. Consiguientemente, la expresiôn de Eph/EFN en linfocitos B varia entre los circulantes 
y los localizados en ganglios, sugiriendo que el estadio madurativo y/o estado de activaciôn 
podria regular la expresiôn de Eph/EFN, aspecto que se abordarâ posteriormente.
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Las B-LLC procedentes de adenopatias, por el contrario, presentaban un patron 
Eph/EFN muy similar al de células leucémicas circulantes en cuanto a los miembros 
expresados, exceptuando la ausencia de EphAl, EFNAl y EphBl, que por otra parte fueron 
expresadas en baja frecuencia en estas ultimas. A pesar de que se sôlo se contara con dos 
linfoadenopatias, cabe destacar la presencia en ambas de EphAS, EphAlO, EphB2, EphBS, 
EphB4, todas ellas expresadas en B-LLC circulantes, aunque en distintas frecuencias, asi como 
la de EphA4 y EphB6, expresadas en una de las dos adenopatias examinadas. 
Consiguientemente, parecia claro que la expresiôn de Eph/EFN en B-LLC de ambas 
localizaciones no sufria cambios tan importantes como los observados en B sanas sugiriendo, 
por tanto, que las diferencias entre muestras B-LLC de ambas procedencias podrian estar mas 
relacionadas con la biologia propia de la enfermedad.
Considerando las diferencias entre células B-SP y B-GL, analizamos comparativamente 
la expresiôn de B-LLC-SP en relaciôn con las situaciones sanas, en busca de posibles 
semejanzas. Para ello, se realizô un analisis de conglomerados acumulativos de las B-LLC-SP 
en base a los miembros Eph/EFN expresados de forma diferencial por las muestras sanas de 
ambas procedencias [Tabla 5).
EFNAl EFNA3 EFNB2 EphBl EphB6 EphAS EphB2 EphAl EphA2 Células B ex vivo
Casos coïncidentes de 
LLC
+ - + GL 41
- + + SP 9
+ + + Mezcla 30
- - - NC 2
Tabla 5 . Clasificaciôn de B-LLC-SP acorde a su correspondencia con B-SP 6 B-GL sanas atendiendo a 
perfiles de expresiôn de Eph/EFN. Atendiendo al patrôn de expresiôn Eph/EFN observado en 82 muestras 
B-LLC, éstas fueron clasificadas de acuerdo a la expresiôn diferencial de estos miembros en B sanas, SP- o 
GL, mostrados en las primeras 3 columnas, agrupados por anàlisis de conglomerados jeràrquico de las 
muestras (método del vecino mâs cercano). Resuelto en 4 grupos, que se corresponden con GL, SP, Mezcla 
(GL/SP) o NC (no correspondencia con ninguno de los anteriores). El numéro total de casos de B-LLC que se 
corresponden con cada grupo se muestra en la quinta columna. La primera y segunda columnas se 
corresponden a aquellos miembros Eph/EFN que mejor discriminaron entre los grupos de GL y SP de B 
sanos, respectivamente. La tercera columna contiene EphAl y EphA2, puesto que estos receptores se 
encuentran en ambas procedencias. Otros miembros no se muestran bien porque su expresiôn no 
discrimina entre poblaciones (EphA4 6 EFNA4) o bien por encontrarse ausentes, tanto en las très 
poblaciones a comparar (caso de EphAS, EphA7, EFNA2, EFN AS, EFNBl, EFNB2) como en la poblaciôn a 
clasificar (caso de EphAS).
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El resultado de este analisis agrupô las expresiones de B-LLC-SP, en primer lugar, con 
el patron de ganglios (41/82), en segundo lugar, con el patron mixto, -GL y -SP (30/82), y en 
ultimo lugar con el patron de Bs circulantes (9/82). Sôlo 2 de los 82 casos B-LLC-SP analizados 
no pudieron ser agrupados en ninguno de los grupos anteriores. Consiguientemente, la 
expresiôn de Eph/EFN en B-LLC parece seguir un patrôn mâs similar al de linfocitos B-GL que 
al de B-SP o mixto, lo que sugiere una relaciôn mâs estrecha con un estado activado.
1.2.- Expresiôn Eph/EFN de células B-5P en cultivo in vitro bajo diferentes estfmulos
En base a que, como sugieren los resultados anteriores, el patrôn de expresiôn 
Eph/EFN en B-LLC-SP se asemeja mâs al de B-GL presumiblemente debido a que los B 
leucémicos presentan un estado activado, lo que ya habia sido sugerido por otros autores 
(Aasheim y cols., 2000; Luc y cols., 2002; Freywald y cols., 2003), quisimos profundizar en este 
aspecto, analizando Eph/EFN en B-SP tras estimulaciôn in vitro, tanto a través de BcR, 
utilizando anticuerpos a-lgM (B-SP + a-h-lgM), como de manera independiente a este 
receptor, con lipolisacâridos (LPS; B-SP + LPS), evaluando ademâs si el tipo de estimulaciôn 
podria proporcionarnos informaciôn en relaciôn con la biologia de la LLC.
Tras très dias de cultivo con los estimulos pertinentes se analizô el patrôn de 
expresiôn Eph/EFN en ambos tratamientos y el de su correspondiente control sin estimular 
[Figura 13). Esto se llevô a cabo con 6 muestras sanas diferentes, para cada uno de los 
supuestos.
En ausencia de estimulo, las muestras B-SP perdian la expresiôn de la mayoria de 
Eph/EFN detectadas ex vivo, salvo Eph A4 y EFNA4 présentes en las 6 muestras cultivadas. En 
el caso de los cultivos estimulados, tanto dependiente como independientemente de BcR, se 
perdiô igualmente la expresiôn de ciertos miembros como EphAS y EphA8, mientras se 
mantenia la presencia de EphA4 y EFNA4 y se observô neoexpresiôn de EphAlO, EFNAl, 
EphBS y EFNB2. Por tanto, parece claro que la expresiôn de estos ùltimos miembros, estâ 
muy relacionada con el estado de activaciôn del linfocito, independientemente de la via de 
estimulaciôn utilizada. Por otra parte, la importancia de una u otra via de estimulaciôn se 
manifestô a través de la expresiôn de otros miembros. Asi, EphAl, EphA2 y EphBS, fueron
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detectadas tras estim ulaciôn con a -h -lg M  y, por ta n to , d epen d ien te  de BcR; m ientras  que 
EphB2 y EphB4 fueron  expresadas de fo rm a diferencial tras estim ulaciôn con LPS y, por tan to , 
in d epend iente  de BcR.
Expresiôn Eph/EFN p o r RT-PCR
B-SP NT ■ B-SP + a-h-lgM  ■ B-SP + LPS
§.
-8
■%
f
E p h A l E p hA 2  E p hA 3 E p hA 4  EphA S E p hA 7 EphAS E p h A lO E F N A l EFNA2 EFNA3 EFNA4 EFNAS E p h B l E phB 2 EphB 3 EphB 4 EphBS E F N B l EFNB2 EFNB3
Figura 13. Perfil de expresiôn Eph/EFN, en células B sanas cultivadas sin estimulo o 
estimuladas. Linfocitos B CDIS"^ enriquecidos (>98% pureza) a p a rtir de sangre periférica  
de individuos sanos (B-SP), se cultivaron durante très dias en ausencia (B-SP-No 
Tratadas) o presencia de los siguientes estimulos: anticuerpos conejo-a-h-lgM  (B-SP + a- 
h-lgM), lipopolisacâridos (B-SP + LPS). La expresiôn de ARNm para Eph/EFN se determ inô  
mediante RT-PCR.
C onsiderando los datos de expresiôn de Eph/EFN en B sanos obten idos tras los 
estim ulos {Figura 13) y relacionândolos con los observados en B-LLC-SP {Figura 12), 
nuevam ente  parecia claro que las m uestras B-LLC presentan un fen o tip o  activado. El analisis 
de conglom erados, basado en los m iem bros expresados de fo rm a d iferencial en células B 
sanas cultivadas tras los d iferentes  estim ulos {Tabla 6), confirm ô que el 96 ,4%  de las 
m uestras LLC analizadas presentaba un fe n o tip o  Eph/EFN activado {Anexo V, Tabla 1). 
Basândonos en este analisis, pudim os ta m b ién  d e te rm in a r que las B-LLC-SP presentan , 
m ayo rita riam en te , un fe n o tip o  Eph/EFN que se corresponde al que presentan  las B-SP tras  
activarlas in vitro  a través de su BcR (6 5 /8 2 ), bien de fo rm a exclusiva (3 3 /8 2 ), o bien de fo rm a  
com ün a am bas rutas (3 2 /8 2 ), m ientras que tan  sôlo una pequeha parte  (7 /8 2 ) p resentan  un 
fen o tip o  de activaciôn, de fo rm a exclusiva, mas sim ilar al producido  m ed ian te  LPS. 7 de las 82  
m uestras analizadas, p resentaron  un patrôn  m ixto , en tre  d epen d ien te  e in d ep end ien te  de
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BcR, y tan sôlo 3 de las 82, no se ajustaron a ninguno de los perfiles obtenidos tras la 
activaciôn.
EphAl EphA2 EphB3 EphB2 EphB4 EphAl EphA2 Células B 
in vitro
Casos coïncidentes 
de LLC
- - + Comün 32
+ - + a-h-lgM 33
- + + LPS 7
+ + + Mezcla 7
- - - NC 3
Tabla 6. Clasificaciôn del patrôn de expresiôn de Eph/EFN de células B-LLC en relaciôn con las 
estimulaciones in vitro de células B-SP. El perfil de expresiôn Eph/EFN observado para cada una de 
las muestras LLC se clasificô de acuerdo con aquellos miembros que m ejor se discriminen entre ex 
vivo y activados (très primeras columnas) por aplicaciôn Jeràrquico de los agrupamientos de las 
muestras (método del vecino mâs cercano). Resuelto en 5 grupos que se corresponden con los perfiles 
Eph/EFN observados en los cultivos de B-SP tras las estimulaciones in vitro, siendo estos perfiles 
observados de fo rm a  Comün (présentes en a-lgM  y LPS), de fo rm a  exclusiva (a -lgM  o LPS o Mezcla, 
a-IgM/LPS), y los NC (no correspondencia con ninguno de los anteriores). El numéro to ta l de casos de 
B-LLC-SP que se corresponden a cada grupo se muestra en la quita columna. La primera y segunda 
columna se corresponde a aquellos miembros Eph/EFN m ejor discriminados entre los grupos de 
tratam iento de a-lgM  y LPS, respectivamente. La tercera columna contiene aquellos miembros 
Eph/EFN modulados en comün en ambos tratam ientos. Otros miembros no mostrados, fueron  
excluidos del analisis puesto que no se observaron tras las estimulaciones (como EFNAS, EphA4, 
EphAS o EphBl) y/o  por estar ausentes en el perfil de B-LLC-SP (como EphAS, EphAS, EphA7, EFNA2, 
EFNAS, EFNBl, EFNBS).
Consiguientemente, los resultados obtenidos sugieren que atendiendo a su patrôn de 
expresiôn de Eph/EFN, las células B de sangre periférica de los pacientes LLC se encuentran 
activadas y que en la mayoria de los casos esta activaciôn se debia presumiblemente a que en 
algùn momento recibieron estimulaciôn antigénica a través de su BcR.
1.3.- La particular condiciôn de ia EFN A4
Como se comentaba anteriormente, la amplificaciôn por RT-PCR de EFN A4 en las 
diferentes muestras B estudiadas se resolviô en dos productos de distinto tamaho en todos 
los casos analizados {Figura 14 A). Ambos productos fueron clonados y secuenciados, 
comprobandose que el de mayor tamaho se correspondia a la ya descrita variante 1 de la 
EFNA4 (1276 pb) {GenBank NM_005227.2), que codifica para la protefna unida a membrana a
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través de GPl, m ientras que el de m en o r tam ah o  se correspondia con una varian te  no descrita  
hasta ese m o m en to  (Aasheim  y cols., 2 0 0 0 ). Coincidiendo con este hallazgo, los m ismos  
autores hicieron pûblica una isoform a nueva de EFNA4 (G enBank N M _ 1 8 2 6 8 9 .1 ), 
denom inandola  variante  2, que se correspondia con la encontrada por nosotros. Esta 
isoform a résulta de un p rocesam iento  (corte y em p alm e) a lte rn a tive  del ARNm  de la isoform a  
larga que conlleva pérdida de un fragm ento  exônico y desplazam iento  en el m arco de lectura  
tras la union y cuyo producto  teô rico  corresponde a una protem a con un N -te rm in a l mas 
largo, pasando de 201 aa de la varian te  1 a 207  aa, que carece del dom in io  de union a GPl. El 
analisis de la secuencia peptid ica teorica predecia una fo rm a soluble de la m olécula, 
p resum ib lem ente  una fo rm a secretada.
M e d ia n te  Q-RT-PCR se d e te rm in ô  la cantidad relativa de cada una de estas dos 
variantes en las distintas m uestras, B-LLC y B sanas, analizadas en los apartados an teriores . 
Para ello se diseharon cebadores, adecuados a esta PCR a tie m p o  real, que am plificaran  de 
m anera diferencial cada una de las isoform as, siguiendo el esquem a m ostrado  en la Figura 14  
B, y usando (3-actina com o contro l in terno .
B
PM 1 2 3 4 5 6 7
EFNA4
5 - L 3 - L
EFNA4-L 1 =
EFNA4-S
P-Actina 5 - S 3 - S
Figura 14. Isoformas de EFNA4. A) El anàlisis de expresiôn realizado mediante RT-PCR, revelô la 
presencia de dos isoformas para EFNA4, una de m ayor tamaho, 563 pb, EFNA4-L y otra de menor, 
397 pb, EFNA4-S. La intensidad de las bandas para estas isoformas diferia tanto entre tipos de 
muestras como dentro de cada tipo, m ientras que la intensidad 6-actina, elegida como control 
interno, era sim ilar en todos los casos. Los canales se corresponden con: 1-2: B-SP, 3-4: B-GL, 5: B- 
SP-NT, 6: B-SP + a-lgM , 7: B-LLC. B) Representaciôn de los cebadores disehados para la 
cuantificaciôn especifica década banda por Q-RT-PCR. 5'-L y 3'-L, cebadores para la isoforma Larga. 
5'-S y 3'-S, cebadores para la isoforma Corta.
Los datos obtenidos m ed ian te  Q-RT-PCR [Figura 15) sugerian que el conten ido  de 
cada isoform a d ifiere d epend iendo  de la procedencia de los linfocitos B. El analisis révéla que  
m ientras que el contenido de am bas isoform as es sim ilar en B-GL, en B-SP la fo rm a  larga
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prédom ina sobre la corta (F igura 15  A ). Los resultados de cuantificaciôn procedentes de los 
cultivos in vitro  de B-SP en presencia de a -h -lg M  o LPS revelaron  que la presencia de uno u 
o tro  estim ulo conllevaba un in crem ento  considerable del conten ido  de la isoform a corta de 
EFNA4 en relaciôn a B-SP (F igura 15  A ). En B-LLC-SP el conten ido  de la fo rm a larga era mas 
sim ilar al de la fo rm a corta que en B-SP (F igura 15  A ). Sin em bargo , al re lativ izar el conten ido  
de cada isoform a en B-LLC-SP al de B-SP usada com o calibrador, se observaba que la cantidad  
de la isoform a corta en B-LLC-SP esta s ign ificativam ente in crem entada  (cuadrante  in fe rio r  
derecho de la Figura 15  B) respecto a la de los B sanos.
g  40,00
• |  35,00
<
CO. 30,00
20,00 
2  15,00
U  10,00
IEFNA4-L EFNA4-S
i l
2,5
1,5
0,5
0  î-
H i  _ H L  0 1 2 3  4 5 6  7 8  9 10 11 12
B-SP B-GL B-SP+LPS B-5P +a-lgM B-LLC-SP 2 *“  ^ EFNA4-S
Figura 15. Cuantificaciôn mediante Q-RT-PCR de las isoformas de EFNA4. A) Obtenidos los Cj, 
PROBLEMA y Ct, p-ACTiNA S6 calculô el valof ACt, que es inversamente proporcional al contenido del gen 
problema. Las Q-RT-PCR se llevaron a cabo con 6 muestras B-SP, 4 B-GL, 6 B-SP+LPS, 6 B-SP+a-h-lgM  
y 82 B-LLC-SP. Las diferencias significativas se representan en base al valor de su estadistico 
(*p<0,05; **p<0,01; y ***p<0,005). B) Contenido relativo de EFNA4-L y EFNA4-S ARNm en B-LLC-SP 
(problema) relativizado a B-SP (calibrador, trazos continuos, va lo r= l) mediante el método 
donde AACj se define como: AACj =  ACj p ro b le m a  ~  c a l ib r a d o r .
1.4.- Expresiôn Eph/EFN en relaciôn con las caracteristicas clinicas de los pacientes de LLC
Parecia, por tan to , év id en te  que las células B-LLC-SP presentaban  una expresiôn  
alterada  de Eph/EFN com parado  con su hom ôlogo en la poblaciôn sana pero sim ilar, de 
alguna m anera , al que presentaban  las células B activadas. Puesto que la LLC es una 
en fe rm ed ad  heterogénea, quisim os d e te rm in a r si los patrones de expresiôn de Eph/EFN  
podrian responder a la condiciôn clinica de los pacientes estudiados.
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Previo a este analisis, se realizô una prueba estadfstica para d e te rm in a r las posibles 
asociaciones positivas (co-expresiones) o negativas, en tre  los d istintos m iem bros de la fam ilia  
Eph/EFN en las B-LLC-SP. M e d ia n te  analisis de contingencia {Tab la  7), se puso de m an ifiesto  
la existencia de asociaciones significativas e n tre  algunos de los m iem bros, aunque en general 
débiles. C uriosam ente, se encontrô  que E ph A l y EphB6 p resentaban  una asociaciôn negativa  
ip < 0 ,0 1 ), sugiriendo que la presencia de estos m iem bros en B-LLC, podria estar asociada a 
una caracteristica d istintiva y excluyente en la en fe rm ed ad .
Clase A Clase B
EFN Eph EFN Eph
A l A3 A l A2 A4 A8 AlO B2 B1 B2 B3 B4 B6
A l * * * * * * * *
A3 * * * * * * * *
A l * * * m
A2 * * * * *
A4 * ** * *
A8
AlO
B2
B1
B2
B3
B4
B6
Tabla 7. Tabla de contingencia de la expresiôn de Eph/EFN en células B-LLC-SP para el 
anàlisis de asociaciones. La tabla de contingencia se llevô a cabo con la expresiôn de los 
miembros de Eph/EFN observados en las muestras de B-LLC-SP con el f in  de determ inar la 
im portancia de las co-expresiones de Eph/EFN. El anàlisis estadistico de x  /ue empleado para 
determ inar las asociaciones significativas entre las parejas de variables. Tan sôlo se mostraron  
las asociaciones significativas, directamente, *p<0,05; **p<0,01; e inversamente ttttp<0,01.
Seguidam ente, se analizô la significaciôn estadfstica de las relaciones en tre  
presencia /ausencia  de Eph/EFN o, en el caso de EFNA4, la cantidad  de ARNm  de cada una de 
las isoform as cuantificadas m ed ian te  Q-RT-PCR, en relaciôn con 1.- el conten ido  de ZAP-70  
A R N m , com o posible m arcador subrogado en la prognosis de la en fe rm e d a d , 2 .- el estadio  de 
riesgo (Rai), 3 .- la evoluciôn de la e n fe rm ed ad  4 .- linfocitosis y, 5 .- lin foadenopatias , puesto  
que estos fueron  los unicos datos clinicos disponibles para un m ayo r n um éro  de los pacientes  
analizados.
Los anàlisis estadfsticos realizados {Tabla 8) m ostraron  que la presencia de 
lin foadenopatias  se asociaba inversam ente con la expresiôn de E F N A l {p<0,05) y, aunque no
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de m anera estad isticam ente significativa, las m oléculas EFNAS y E ph B l tam bién  parecian  
m ostrar esta asociaciôn inversa en tre  su expresiôn y la ausencia de lin foadenopatias . El 
analisis de EFNA4 realizado a través de Q-RT-PCR revelô  que la fo rm a larga de esta m olécula  
se asociaba s ign ificativam ente con pacientes que no presen taban  lin foadenopatias  m ientras  
que la fo rm a corta lo hacia con los pacientes que si las p resentaban.
Linfoadenopatia Riesgo Evoluciôn Linfocitosis ZAP-70
No Sf p-vnfer Bajo bit. AKo p-mfor E P p-vofor Media 1 desv. p-vofor Media ± desv. p -va lo r
EFNAl 11
28
4
40
10
26
4
33
1
9 ( S )
1
7
8
46
NS
41,19 ± 12,44 
47,50 ±6,06
NS
12,45 ±3,56  
8,95 ± 1,12
NS
EFNA3 1326
9
35 C â v
12
24
7
30
3
7
1
7
12
42
NS
60,97 ± 14,37 
42,76 ±5,74
NS
10,99 ±2,45 
9 ,œ ±l,2 4
NS
EphAl
6
33
6
38 NS
5
31
7
30
0
10 NS
2
6
8
46
NS
28,58 ±6,65 
50,04 ±6,29 Ç a ô ^
5,37 ± 1,26 
10,24 ±1,26
EphA2
+ 17 13
NS
16 10 4
NS
3 18
NS
39,77 ±9,13
NS
10,15 ± 1,71
NS
- 22 31 20 27 6 5 36 49,15 ±6,71 9,28 ±1 33
EphA4
+ 20 13
NS
18 11 4
NS
1 20
NS
55,79 ± 10,42
NS
11,38 ± 1,98 NS
- 19 31 18 26 6 7 34 40,76 ±5,94 831 ± 1,35
EphAS
+ 11 12
NS
10 10 3
NS
0 16 C ^ nT ^
43,53 ±8,01
NS 12,92 ± 2,29 NS
- 28 32 26 27 7 8 38 48,03 ±7,16 8,21 ± 1,24
EphAlO
+ 26 30
NS
25 25 6 NS
S 36
NS
49,80 ±6,94
NS
9,98 ± 1,44
NS
- 12 14 10 12 4 3 18 41,48 ±8,94 8,79 ± 1,72
EFNB2
4
35
6
38 NS
4
32
4
33
2
8
NS
0
8
8
46 G D
80,44 ± 17,45 
40,07 ±5,20
10,37 ±3,92 
9,54 ±1,18 NS
EphBl 1128
S
39 C Z )
11
25
4
33
1
9
2
6
9
45
NS
30,74 ± 14,40 
48,93 ±5,88 NS
11,50± 2,64 
8,96 ±1,22
NS
EphB2 435
3
41 NS
4
32
3
34
0
10
NS
0
8
7
47
38,27 ± 16,04 
47,64 ±5,85 NS
20,35 ± 5,13 
832 ± 1,09
Ç q ô o ^
EphB3
+ 4 4
NS
4 4 1
NS
1 S
NS
49,27 ± 15,73
NS
9,69 ± 2,86
NS- 35 40 32 33 10 7 49 46,24 ±5,87 9,64 ± 1,22
EphB6
17
22
22
22 NS
16
20
18
19
5
5 NS
0
8
28
26 Ç o .o o s )
61,98 ± 10,33 
35,45 ±5,11 C c £ 2 ^
13,66 ± 1,86 
5,89 ±0,91 C & o o i)
B
EFNA4
Larga  * 
Corta
Linfoadenopatia Riesgo Evoluciôn Linfocitosis ZAP-70
No Sf o-votor | Baio Int. Alto o -v a lo r
~J.67 ± 0.12V 0.54 ± 0.17 0,029 QLd.69 ■> 0 o Z ) 0 54 t 0.04 0,41 + 0,04 <0,005 ( 
4,06 ± 1.62 C Z o 2 ±  4.31%) <0,005 ( 4.14 1 0.38^7.60 ± o Â D  6,27 ±1,27 <0#)5
(  P p-volor
'0 .7 4  ± 0,53 + 0,03 0,029 
4,43 ±033 631 ±0,66 NS
p -v a h r
NS
NS
p -y a h r
NS
NS
Tabla 8. Anàlisis de la expresiôn de Eph-EFN en relaciôn con las caracteristicas clinicas de los 
pacientes. A) Los datos obtenidos a través de RT-PCR, presencia/ausencia de los miembros de 
esta fam ilia , fueron analizados a través de una tabla de contingencia, evaluando las posibles 
relaciones a través de una prueba x  con correcciôn exacta de Fisher y nivel de significaciôn 
0,05. La linfocitosis (expresada en l ( f  /L) y el contenido de ARNm de ZAP-70, obtenido mediante 
Q-RT-PCR, se evaluaron mediante T-Student, con dos colas de distribuciôn. B) Los datos 
obtenidos mediante Q-RT-PCR referentes a la cantidad de ARNm de cada una de las isoformas 
de EFNA4, expresados como numéro de veces relativo a B-SP, se analizaron fren te  a los 
paràm etros clinicos. NS, No Significativa; Int., Intermedio; E, Estable; P, Progreso. Este estudio 
se realizô con 82 muestras con las cuales se valorô la linfoadenopatia, el riesgo, la linfocitosis y 
el contenido en ZAP-70. De estas 82 muestras, 62 habian sido diagnosticadas al menos 1 aho 
antes, clasificàndolas como estables (E, n=8) o progresiva (P, n=54). Las asociaciones màs 
desfavorables se indican con un circulo rojo, m ientras que las menos desfavorables se indican 
con un circulo verde.
En relaciôn con el estadio  Rai m odificado  (bajo , m ed io  y a lto  riesgo) se observô que  
determ inados m iem bros de esta fam ilia  parecen expresarse p re fe re n te m e n te  en pacientes
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que se presentan en un riesgo bajo, como son EphBl {p<0,05), EFNAl {p = 0 ,05 ) 6 EFNA3 {NS), 
al igual que la isofor ma larga de EFNA4 {p<0 ,005), mientras que la corta se relaciona con 
pacientes que se presentan en un riesgo intermedio {p <0 ,005 ).
De las 82 muestras LLC evaluadas, 62 habian sido diagnosticadas al menos 1 ano antes 
de la primera determinaciôn de expresiôn de Eph/EFN, mientras que las restantes 20 
muestras se correspondian con primeras determinaciones. Por tanto, pudimos analizar en 
estas 62 muestras la expresiôn de Eph/EFN en relaciôn con la evoluciôn de la enfermedad 
(progresiva, P, o estable, E) en base a progresiôn de estadio, TDL<12meses y/o necesidad de 
tratamiento. En este analisis se concluia que la expresiôn de EphB6 se correlacionaba (p < 0 ,01 )  
con los pacientes que presentaban progresiôn en su enfermedad, encuadrandose los 28 casos 
donde se encontrô la expresiôn de EphB6, dentro de este grupo de pacientes, mientras que 
todos los pacientes con enfermedad estable no expresaban esta molécula. De manera 
analoga, pero no significativa, encontrâbamos EphA8 (16 casos encontrados), EphB2 (8 casos) 
y EFNB2 (7 casos) asociadas a pacientes que presentaban progresiôn de la enfermedad, 
mientras que en pacientes estables estas moléculas no se expresaron. En cuanto a las 
isoformas de EFNA4 determinadas mediante Q-RT-PCR, se encontrô correlaciôn entre la 
forma larga y los pacientes cuya enfermedad permanecia estable y, aunque la cantidad de la 
isoforma corta es mas alta en pacientes cuya enfermedad progresa, no se ha encontrado una 
relaciôn estadisticamente significativa.
De la misma manera, se determinô la posible relaciôn entre la expresiôn de los 
distintos miembros y el grado de linfocitosis de los pacientes. En relaciôn con ello, se 
encontrô asociaciôn positiva significativa {p <0 ,01 ) en los pacientes que expresaban EFNB2 
cuya linfocitosis era de media mas alta que la de aquéllos que no la expresaban (80,11 ± 17,75 
X I o V l  versus 40,07 ± 5,20 x 10^/L, respectivamente). De forma similar, los pacientes que 
expresaban EphB6 presentaban linfocitosis mas marcada que aquéllos en los que no se 
detectô esta molécula (61,98 ± 10,33 x 10^/L versus 35,45 ± 5,11 x 10^/L, respectivamente; 
p < 0 ,0 5 ). Por el contrario, los pacientes con expresiôn de EphAl presentaban una linfocitosis 
moderada en relaciôn a los que no expresaban esta molécula (28,56 ± 6,65 x 10^/L versus
50,04 ± 6,29 X IoVL; p < 0 ,0 5 ). Para este parametro, no se encontrô ninguna relaciôn 
significativa con el contenido de las distintas isoformas de EFNA4 evaluadas.
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Conocido el potencial papel de ZAP-70 como marcador molecular subrogado de 
pronôstico en la LLC (Luo y cois., 2 0 0 2 ; O rchard  y cols., 2 0 0 4 )  quisimos relacionarlo con los 
patrones de Eph/EFN. Para ello, primeramente se determinô si el contenido de ARNm para 
esta molécula en las muestras, B-LLC-SP y B-SP, podia co-relacionarse con la evoluciôn de la 
enfermedad {Figura 16) atendiendo, bien a la progresiôn del estadio bien a la necesidad de 
tratamiento (apariciôn de sintomatologia clinica asociada a la enfermedad, tiempo de 
duplicaciôn leucocitaria (TDL) < 1 aho o ambos). La cantidad de ARNm para ZAP-70, 
determinado mediante Q-RT-PCR en las células B-LLC se normalizô a la obtenida en células B 
sanas, mediante el método utilizado para la cuantificaciôn. Asi, pudimos determinar
que el contenido de ARNm de ZAP-70 de los pacientes de LLC, era significativamente mayor 
en los que presentaban progresiôn (14,12 ± 8,48 versus 3,17 ± 1,95; p < 0 ,0 1 )  o habian 
necesitado tratamiento (16,20 ± 2,89 versus 5,38 ± 1,58 p < 0 ,0 1 ).
ex.
0)■a
■a
40
30
20
10
p<0,01
NO SI
Enfermedad
Progresa
p<0,005
NO SI
Necesidad
Tratam iento
Figura 16. Contenido de ZAP-70 ARNm 
en B-LLC-SP en relociôn con el 
comportomiento ciinico. M edian te  Q-RT- 
PCR se determ inô el contenido de ARNm  
de ZAP-70, m arcador de pronôstico en B- 
LLC-SP. Los valores medios obtenidos se 
com pararon entre grupos de pacientes 
LLC acorde a la progresiôn de estadio o la 
necesidad de tra tam iento  de los mismos, 
determ inando la significaciôn estadistica 
de la diferencia de las médias m ediante  
un estadistica T-Student, teniendo en 
cuenta una distribuciôn de dos colas. 
Para este estudio se contô con datas de 
al menos 1 aho previos a la 
determ inaciôn en 62 pacientes LLC.
El estudio en muestras B-LLC-SP del contenido en ZA P -70  en relaciôn con la 
presencia/ausencia de Eph/EFN, mostrô que la presencia de EphAl se asociaba con bajas 
cantidades de este marcador de pronôstico (5,37 ± 1,26 versus 10,24 ± 1,26; p < 0 ,05 ), 
mientras que la presencia de EphB2 (20,35±5,133 versus 8,82±1,09; p < 0 ,0 1 )  y, especialmente, 
EphB6 (13,66 ± 1,86 versus 5,89 ± 0,91; p < 0 ,0 0 5 ), se asociaban significativamente con las 
muestras que presentaban un mayor contenido en ZAP-70.
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Figura 18. Evaluaciôn mediante citometria de flujo de expresiones de EphB6 o EFNA4 en B-SP 
estimuladas in vitro. Las células de interés purificadas se cultivaron durante 72 haras sin (B-SP- 
NT) y con est!mules, a -lgM  (B-SP + a-lgM ). Recogida la to ta lidad de la poblaciôn cultivada, se 
realizô una tinciôn con a-CD19-PE y a-CD5-PE-Cy5, ju n to  con la prote ina a evaluar mediante  
citom etria de flu jo . La poblaciôn de interés se acotô por FSC/SSC y expresiôn de CD19. Para la 
correcta evaluaciôn se realizaron los centrales necesarios en coda casa. A) Intensidad media de 
fluorescencia (IMF) para EphBS (Histograma vacio, h-Fc + SAV-Alexa-Fluor'^488; FUstograma gris, 
h-Fc + cabra-lgG + a-cabra- 488; FUstograma negro, a-h-EphB6-b + SAV-Alexa-Fluor'^488). B) 
Intensidad media de fluorescencia (IMF) para EFNA4 (FUstograma negro, h-Fc + SAV-Alexa- 
Fluor®488; FUstograma gris, h-Fc + cabra-lgG + a-cabra-Alexa-Fluor'^488; FUstograma vacio, a-h- 
EFNA4-b + SAV-Alexa-Fluor'^488). Los datas representados de IMF hacen referenda a la media y 
a la desviaciôn estàndar de cada une de los casos.
De estos dates, podiamos concluir que la determinaciôn por citometria de flujo de 
EphB6 ô EFNA4 en muestras LLC podia ser una aproximaciôn factible de cara a su posible 
utilidad clinica.
1.6.- Caracterizaciôn de EFNA4 soluble en plasma de pacientes LLC
La presencia de una nueva isoforma de EFNA4, presumiblemente codificante de una 
proteina soluble, hacia pensar que esta pudiera encontrarse en el plasma de los pacientes, 
algo que se analizô mediante Western-Blot {Figura 19). Comparando los resultados de sueros 
de pacientes con los de sanos, encontramos una banda diferencial, con un peso molecular de 
aproximadamente 30 kDa, entre ambos tipos de sueros. Lo que sugeria que la proteina
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codificada por el A RN m  m ensajero  para la isoform a corta y la p ro te ina d etectada  en suero, 
pudieran  ser la m ism a.
p i ^  Figura 19. Mediante Western-Blot se detectô la presencia
(KDa) 1 2 3 4 5 de una proteina de 30 kDa présente en el suero de
pacientes, pero no en el de sanos. La presencia de EFNA4 fue  
determ inada mediante SDS-PAGE en el suero, tan to  de 
donantes sanos (linea 1), como de pacientes con LLC (Ifneas 
2-5). De 20 a 40 g de prote ina total, empobrecida 
previamente de albüm ina Humana, fue  separada mediante  
SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes y transferida a 
membrana, donde se detectaràn las isoformas de EFNA4, 
gracias al usa de a-h-EFNA4-b, ju n to  con SAV-HRPO. El 
patron molecular (PM) se expresa en KDalton (kDa).
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C onfirm ada la presencia de una fo rm a soluble de EFNA4 en los sueros de pacientes, 
procedim os a su cuantificaciôn m ed ian te  ensayos de ELISA y relacionam os esta cuantificaciôn  
con los param etro s  clinicos de la en fe rm ed ad  {Figura 2 0 ). Los pacientes que presentan  
adenopatias  m uestran  cantidades heterogéneas de EFNA4 en suero, cuyo in tervalo  oscila 
en tre  0 ,2 1  y 2 ,92  ng/m L, con una m edia de 1 ,63 ng/m L, la cual es s ign ificativam ente mas alta  
{p <0 ,005 ) a la m ostrada por pacientes que no presentan  adenopatias , 0 ,78  ng/m L. Estos 
ùltim os pacientes m ostraban  una cantidad de EFNA4 m ucho mas hom ogénea, siendo su 
distribuciôn 0 ,1 8  a 1 ,87  ng/m L {Figura 2 0  A). Los niveles de EFNA4 encontrados en el suero de 
los pacientes se asociaban s ign ificativam ente {p<0 ,01) m ed ian te  una correlaciôn de S pearm an  
de 0 ,75  con la linfocitosis que presentaban {Figura 2 0  B), de m anera  que cuanto  m ayor era la 
linfocitosis p resen tada, m ayor era la cantidad de EFNA4 d e tec tad a  en su suero.
Los datos a n te rio rm e n te  descritos indican que, ta n to  EphBS com o EFNA4, se asocian  
p re fe re n te m e n te  con d e term inados param etros  clinicos: esp ec ia lm ente  la presencia de 
EphBS y la de la isoform a corta de la EFNA4 se asocian a m al pronôstico de m anera  
co m p lem en ta ria , presencias que podrian usarse com o m arcadores de m al pronôstico de la 
en fe rm ed ad .
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Figura 20. Cuantificaciôn de EFNA4 en suera. Mediante un ELISA tipo sàndwich se determ inô el 
contenido de EFNA4 en suero a través del uso de anticuerpos policlonales, a-h-EFNA4 y a-h- 
EFNA4-b. Obtenidos las cuantificaciones, de hasta 3,00 ng /m i, se relacionaron estas con 
linfoadenopatia o linfocitosis. En relaciôn con presencia/ausencia de linfoadenopatias. A, se 
encontrô asociaciôn entre un mayor contenido de FFNA4 en suero y la presencia de 
linfoadenopatias, (Comparaciôn de médias mediante estadistica T-Student con dos colas de 
distribuciôn, p<0,005). En relaciôn con linfocitosis, B), el contenido de FFNA4 en plasma 
correlacionô positivamente (coef Corr. Spearman =0,75, p<0,01) con el grado de linfocitosis
1.7.- Estudio de! patron de expresiôn tisular de Eph/EFN en linfoadenopatias LLC
Seguidamente, quisimos determinar el patron de expresiôn tisular, en 
linfoadenopatias, de distintos miembros Eph/EFN, mediante inmunofluorescencia. 
Concretamente, se analizô la expresiôn de los posibles receptores para EFNA4 cuya 
sobreexpresiôn en LLC y su aparente relaciôn con linfoadenopatias despertaba un interés 
especial. Los resultados mas relevantes, concernientes a la expresiôn de los receptores 
EphA2, EphA3, EphA4 y EphAS {Figura 21), mostraban que EphA2 se expresaba fuertemente 
en estructuras vasculares CD31^; EphA3 y EphA4 lo hacian en células negativas para CD31 y 
CD19, mientras que EphAS no presentaba una distribuciôn tisular asociada a un tipo celular 
concreto, sino que mas bien se expresaba en las propias células B-LLC.
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El ma rca je con a-EphA4 revelaba una particular disposiciôn de células CD19' (Figura 
22), disposiciôn que recordaba a la de los pseudofolfculos o centras de proliferaciôn, en los 
que, como su mismo nombre indica, existia una mayor proporciôn de células B-LLC 
proliférantes (Ki-67" )^. Estos pseudofolfculos, compuestos por B-LLC y otros tipos celulares, se 
han descrito en ganglios linfaticos, pulpa blanca del bazo y médula ôsea de pacientes en los 
que se observa infiltraciôn de B-LLC (Patten y cols., 2008) y constituyen un rasgo morfolôgico 
absolutamente patognomônico de la enfermedad, aunque su presencia no es constante y 
puede depender del grado de afectaciôn del ôrgano. Los analisis por inmunofluorescencia 
revelaron una acumulaciôn de células ki-67+ en las areas EphA4+ (Figura 21, marcaje a- 
EphA4, a-CD19) que, por ausencia de expresiôn de CD19 hacian pensar en que pudiera 
tratarse de linfocitos T, puesto que este tipo celular se concentra de forma caracteristica en 
estas estructuras (Patten y cols., 2008). Para comprobar ambos resultados, se realizaron 
nuevos marcajes con Ki-67, para detectar la mayor actividad de proliferaciôn asociada a esos 
centros (Figura 22 A) y con a-CD3, para confirmar la presencia de los linfocitos T en estos 
centros proliferativos (Figura 22 B), ademas del marcaje con a-EphA4. En la Figura 22 A, se 
observa la presencia de células proliférantes (marcadas en verde), cercanas a zonas EphA4^ 
(marcadas en rojo), pero no co-!ocalizantes; mientras que en la Figura 22 B, observâmes 
zonas co-localizantes (amarillas) que indican que los linfocitos T (en verde) expresan EphA4 
(en rojo).
Se ha apuntado que las seriales derivadas por estos linfocitos T, bien de membrana 
(CD40L) bien solubles, a través de interleucinas, podrian promover la proliferaciôn celular de 
las células B en estas areas (Patten y cols., 2008; Plander y cols., 2009) por lo que, en base a 
estos resultados, parece plausible la posibilidad de que EphA4, receptor de EFNA4 pero 
también de otras EFN incluidas tipo B, représente otra de estas seriales que promuevan la 
proliferaciôn de las células B.
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La sobreexpresiôn de EFN A4 en B-LLC, comparado con los niveles observados en B-SP, 
y su expresiôn diferencial en la enfermedad en relaciôn con presencia/ausencia de 
linfoadenopatias, sugerian la posibilidad de que esta molécula pudiera estar implicada en la 
diseminaciôn a tejidos linfoides que tiene lugar en el curso de la enfermedad en algunos 
pacientes. Por otra parte, el estudio de receptores EphA mediante inmunofluorecencia habia 
revelado una alta expresiôn del receptor EphA2 en estructuras vasculares CD31^ en ganglios 
[Figura 22 A), las cuales eran mayoritarias en el caso de las linfoadenopatias LLC analizadas en 
comparaciôn con los ganglios control [Figura 22 B). Todo ello, sugeria la posibilidad de que la 
interacciôn EphA2-EFNA4 entre endotelios y B-LLC podria ser relevante en la migraciôn 
transendotelial (TEM, Trans Endothelial Migration) de estas ultimas, un fenômeno 
déterminante para la diseminaciôn de esta enfermedad y en cancer en general pero también, 
como han apuntado algunos autores (Butler y cols., 2010; Kobayashi y cols., 2010), por el 
posible papel que los endotelios o las células endoteliales "aisladas" juegan por si mismas en 
la supervivencia y/o "diferenciaciôn" de los tumores.
2. Papel de la interacciôn EphA2-EFNA4 en la migraiôn transendotelial (TEM) de B-LLC
2.1.- El papel de EFNA4 en la migragiôn transendotelial (TEM) de B-LLC
Como punto de partida en la evaluaciôn del posible papel de EFN A4 en la TEM de B- 
LLC se caracterizô, en mayor profundidad, las estructuras vasculares de las adenopatias, en 
relaciôn con su expresiôn de Eph. Asi, se analizô en primer lugar, mediante citometria de 
flujo, la capacidad de las células endoteliales procedentes de adenopatias para unir EFNA4. El 
estudio se realizô incubando, con EFNA4-Fc recombinante, las suspensiones celulares 
obtenidas de las adenopatias e identificando la poblaciôn endotelial como las células CD31^ 
de mayor expresiôn encontradas tras acotar las poblaciones negativas para CD19, CD5 y CD3 
[Figura 23).
El analisis comparative de las diferentes poblaciones que forman parte de las 
adenopatias mostrô que practicamente toda la poblaciôn CD19 CD5 CD3, con mayor 
expresiôn de CD31, unia EFNA4-Fc, sugiriendo que las células endoteliales podrian 
interaccionar con las células B-LLC a través de la EFNA4 expresada por estas.
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Figura 23. La poblaciôn CD5-CD9-CD31+ de linfoadenopatias une fuertemente EFNA4-Fc.
Suspensiones celulares de linfoadenopatias LLC, se incubaron con h-Fc y posteriormente rh-EFNA4-Fc 
(0,5 pg/10^ cel.). La union de la proteina recombinante se visualizô con anticuerpo a-Flist-FITC. La 
tinciôn se combinô con a-CD19-PE, a-CD5-PE-Cy5 y a-CD31-Alexa-Fluor®647. Tras el analisis por 
citometria de flujo, se acotaron las distintas poblaciones acorde a la expresiôn de CD5 y CD19 
analizôndose, para cada una de ellas, la uniôn de rh-EFNA4-Fc. La poblaciôn CD5 CD19 contenia la 
mayoria de células CD31* de alta expresiôn analizôndose la uniôn de la rh-EFNA4-Fc tanto en la 
poblaciôn CD31* como en la CD3Ï^'°. Esta se realizô con los 2 ganglios procedentes de pacientes de LLC 
(LLC-GL) de los que se disponia. Se muestra un experimento representativo. En una tinciôn aparté se 
determinô que la poblaciôn CD5*CD19 correspondia mayoritariamente a células CD3*.
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El analisis por inm unofluorescencia en las lin foadenopatias  habian puesto de 
m anifiesto  una fu e rte  expresiôn de EphA2 en las estructures vasculares CD31^ (F igura 2 2 ), 
por lo que este recep to r parecia ser el principal responsable de la uniôn de EFNA4-Fc en los 
ensayos de c ito m etria  de flu jo  (F igura 2 3 ). No o bstante , analizam os m ed ian te  RT-PCR la 
posible expresiôn de otros receptores EphA en células en dote lia les  CD31^ enriquecidas a 
p artir de suspensiones celulares de las lin foadenopatias  com o de las obtenidas de ganglios 
linfaticos "sanos" (reactivos o cen tin e la ), usados com o contro l (F igura 2 4 ). En todos los casos 
analizados se pudo constater que EphA2 era el recep to r mas ab on d an te , especia lm ente  en 
LLC, pero ta m b ién  se encontrô  expresiôn de EphA3, EphA4, EphAS 6 EphAS, si bien mas 
d é b ilm en te . O tros receptores EphA no se expresaban en los casos estudiados com o E p h A l, 
incluido en este analisis a pesar de que su afin idad esta restring ida a E F N A l, ô EphA7.
Figura 24. Anàlisis de expresiôn de 
ARNm para receptores EphA en las 
células endoteliales de ganglios 
linfâticos. Suspensiones celulares de 
los distintos ganglios linfâticos, 3 LLC- 
GL, 2 R-GL y 2 GL, se sometiô a esta 
suspension celular a un enrique- 
cim iento negativo de CD2, CD5, CD19, 
CD13 y CD14, y positiva de CD31, 
alcanzando la poblaciôn endotelia l de 
interés, a l menos, una pureza del 
95%. Las parejas de cebadores 
utilizadas en este analisis de 
expresiôn se pueden encontrar en 
Anexos IV. E, célula endotelial. R, 
réactiva.
I 111
E-LLC-GL-1
E-LLC-GL-2
E-LLC-GL-3
E-R-GL-1
E-R-GL-2
E-GL-1
E-GL-2
Al co m p arar la presencia de estructuras vasculares EphA2^ en ganglios LLC con la 
presencia en el resto de ganglios analizados se observô que eran  mas abondantes en los 
prim eros (F igura 2 5  A ). Por o tra  p arte , en uno y o tro  caso, la m orfo log ia  de la m ayoria de los 
vasos EphA2^ podian corresponderse por su m orfo log ia  de e n d o te lio  a lto , con las llam adas  
vénulas post-capilares de en do te lio  a lto  (HEV, H igh E nd othe lia l Venules), que representan  
"ventanas" de en trad a /sa lid a  selectiva de linfocitos recircu lantes a través de te jidos linfoides  
(F igura 2 5  B).
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Todas estas evidencias sugerian que la interacciôn EphA2-EFNA4 podria mediar en el 
proceso de TEM de las B-LLC, determinando en cierta forma su entrada y/o salida de tejidos 
linfoides y, consiguientemente, su diseminaciôn a estos territorios, un aspecto de la mayor 
relevancia en la evoluciôn de esta enfermedad.
2.2.- Caracterizaciôn de células endoteliales y LLC utilizadas en el estudio de TEM
Con el fin de abordar el estudio de la capacidad de TEM de las células B-LLC in vitro se 
emplearon HUVEC {Human Umbilical Vein Endothelial Cells), las cuales habian sido utilizadas 
en estudios previos de TEM en LLC (Tokeuchi y Katayama, 1993), representando no obstante 
un modelo comunmente aceptado en este tipo de ensayos (Dunon y cols., 1996; Aurrand- 
Lions y cols., 2002; Imhof y Aurrand-Lions, 2004; Luster y cols., 2005). Para ello, se determinô 
previamente si las caracteristicas de las HUVEC, en cuanto a expresiôn de EphA y su 
capacidad de ligar EFN A4, podian asemejarse a lo observado en las células endoteliales 
aisladas de adenopatias.
Para evaluar estos aspectos, monocapas de HUVEC fueron estimuladas durante 6-8 
horas o durante toda la noche con TNF-a, con el fin de inducir condiciones inflamatorias en 
este sistema in vitro, siguiendo el modelo comunmente utilizado en los ensayos de TEM 
(Dunon y cols., 1996; Aurrand-Lions y cols., 2002; Imhof y Aurrand-Lions, 2004; Luster y cols., 
2005). Ademas de confirmar por citometria de flujo (no mostrado) que estas condiciones de 
cultivo de HUVEC inducian un incremento de expresiôn de moléculas relacionadas con TEM 
tan importantes como ICAM-1 (CD54) y VCAM-1 (CD106), algo ya conocido en este modelo in 
vitro, se observô que tras la estimulaciôn con TNF-a, las HUVEC presentaban una fuerte 
expresiôn de EphA2 (Figura 26 A), confirmando datos previos (Pondey y cols., 1995), y unian 
fuertemente EFNA4-Fc (Figura 26 A). La mayoria de las células de interés (95,86%), definidas 
como CD3l"^CD54\ expresaban EphA2 y eran capaces de unir la proteina recombinante. Este 
estudio se complété mediante analisis de microscopia confocal (Figura 26 B). La monocapa 
endotelial formada por HUVEC se cultivé con EFNA4-Fc, para la posterior inmunodetecciôn de 
EphA2 y de EphA4, otro receptor mayoritariamente expresado por HUVEC observado en el 
analisis de RT-PCR (datos no mostrados). En estas condiciones de cultivo, se observô que la 
mayoria de EFNA4-Fc estaba unida a EphA2, mientras que apenas se detectô la proteina 
recombinante unida a EphA4.
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2.3.- Parametros clinicos de los pacientes
La posible implicaciôn de Eph/EFN en la migraciôn de las células B-LLC se valorô con 
un grupo representativo de pacientes con LLC, cuyas caracteristicas clinicas se reflejan en la 
Tabla 9. Nueve hombres y cuatro mujeres formaron este grupo de pacientes, cuya media de 
edad era de 71,7 ahos. Los pacientes se distribuyen homogéneamente tanto en los diferentes 
grupos de riesgo, bajo (4), intermedio (4) y alto (5), como en la presencia/ausencia de 
adenopatias, siete trente a seis. La cantidad media de hemoglobina (Hb) presentada por los 
pacientes es de 11,2 g/dL, por debajo del intervalo de normalidad para esta proteina (13,0 -
17,5 g/dL).
Muestra Edad Sexo Riesgo Linfoade­nopatia
Hb
(g/dL)
Recuento
leucocitario
(xIO V l)
Citogenética CD38(%)
ZAP-70
(IMF)
EFNA4
(IMF)
B-LLC-SP-1 65 M Bajo No 12.3 128 Normal 21 10,23 37,23
B-LLC-SP-2 75 F Bajo No 14,2 201 del(13ql4) 1 6,63 32,58
B-UC-SP-3 83 M Bajo No 11,6 65 ND 5 8,23 52,36
B-LLC-SP-4 62 M Bajo No 13,5 45 del(13ql4) 0 45,23 65,56
B-LLC-SP-5 76 M Int. Si 11,5 66 +12 23 21,23 14,95
B-LLC-SP-6 54 F Int. S i 13,2 32 del(13ql4) 15 36,23 15,23
B-UC-SP-7 78 F Int. Si 11,21 121 del(13ql4) 1 8,65 19,98
B-LLC-SP-8 89 M Int. S i 14,5 96 del(13ql4) 0 49,23 23,75
B-LLC-SP-9 59 M Alto Si 9,32 85 Normal 32 6,60 25,56
B-LLC-SP-10 66 M Alto S i 8,9 55 del(13ql4) 3 9,63 12,65
B-LLC-SP-11 71 M Alto Si 9.1 206 +12 6 26,69 35,62
B-LLC-SP-12 91 M Alto No 7,8 144 del(17pl3) 25 65,98 36,26
B-LLC-SP-13 63 F Alto No 8.5 85 del(13ql4) G 5,63 25,63
Tabla 9. Tabla Pacientes: Caracteristicas Clinicas. Enriquecidas las muestras tras la centrifugaciôn 
diferencial se analizaron los paràmetros de CD38, ZAP-70 y EFN A4, mediante citometria de flujo, 
usando para ello los anticuerpos correspondientes. IMF, Intensidad Media de Fluorescencia. Los datos 
clinicos, edad, sexo, riesgo, presencia de linfoadenopatias, hemoglobina (Hb), recuento leucocitaria y 
anàlisis citogenético, fueron facilitados por el hospital de procedencia de las muestras. M: masculino, 
F: femenino, ND: no determinado, +; duplicaciôn, del: deleciôn.
La media de leucocitos contabilizados en sangre (100,23 x 10^/L), résulté 10 veces 
mayor del limite superior de los paràmetros normales (4,00-10,00 x 10^/L), habiendo 
pacientes que superaban en 20 veces este limite. La citogénetica disponible para doce de 
estos pacientes revelaba que ocho de ellos presentaban deleciones, siete en el brazo largo del 
cromosoma 13 (del(13ql4)) y uno en el brazo corto del cromosoma 17 (del(17pl3)), deleciôn 
que comprendia al gen supresor de tumores p53; y que dos de ellos mostraban una trisomia
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del cromosoma 12 (+12), mientras que otros dos presentaban un cariotipo normal. Otros 
factores pronôstico que se han relacionado mas recientemente con el pronôstico de esta 
enfermedad son la expresiôn de CD38 y de ZAP-70 (Zupo y cols., 1996; Damie y cols., 1999; 
Rosenwald y cols., 2001; Crespo y cols., 2003). Respecto al primer factor, tan sôlo cinco de los 
pacientes evaluados mostraron un porcentaje de células CD38^ mayor al 10%, con una media 
de 23,2%. Respecto al segundo, los pacientes mostraron una cantidad de ZAP-70 
heterogénea, determinada por citometria de flujo, comprendiéndose en un intervalo de 5,63 
a 65,98 IMF y 23,09 IMF de media. Las muestras seleccionadas para este estudio diferian en la 
cantidad de EFNA4 expresada en membrana con media de 30,57 IMF y mediana de 25,63 
IMF, y con un minimo de 12,65 IMF y un màximo de 65,56 IMF.
2.4.“ La Migraciôn Trans-Endotelial (TEM) de las células B-LLC a través de la monocapa de 
HUVEC esta mediada por la Interacciôn EphA2-EFNA4
Como primera aproximaciôn al posible papel de la interacciôn EphA2-EFNA4 en la 
TEM de B-LLC, se realizaron ensayos para evaluar la capacidad de transmigraciôn de estas B- 
LLC, en comparaciôn con la mostrada por los B-SP. Sobre la monocapa endotelial, 
previamente estimulada mediante TNF-a, se co-cultivaron durante 2 horas, linfocitos B, B-SP 
y B-LLC-SP. Los diferentes tipos de lavado realizados en estos ensayos permitieron discriminar 
entre lo no adherido, Fl, lo adherido, F2, y lo transmigrado, F3 {Figura 27). Estos ensayos de 
transmigraciôn se realizaron con 6 muestras B-LLC-SP, las cuales diferian en la cantidad de 
EFNA4 expresada en membrana, y 2 muestras B-SP, en las cuales también se valorô la 
cantidad de EFN A4 {Tabla 9).
Los resultados correspondientes a estos ensayos mostraban porcentajes menores de 
células adheridas (F2) y transmigradas (F3) en B-LLC-SP que en B-SP. Porcentajes que en B- 
LLC-SP disminuian progresivamente a medida que aumentaba la expresiôn de EFNA4 en 
membrana, encontrandose una alta correlaciôn negativa (F2, r = -0,844 y f 3, r = -0,752). 
Complementariamente existia correlaciôn entre las células no adheridas (Fl) y la cantidad de 
EFNA4 encontrada en cada una de las muestras, en este caso positiva (Fl, r = 0,815).
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Para d e te rm in a r la im portanc ia  de este papel, se tra ta ro n  sep arad am en te  las HUVEC  
con EFNA4-FC y las células B, con EphA2-Fc, b loqueando asi las posibles interacciones  
heterotip icas EphA2-EFNA4 en tre  am bos tipos celulares, a la vez que se podria inducir 
senalizaciôn en cada uno de ellos.
Sin T ra ta m ie n to
B-SP
I
;
ï 20%
S 0%
l l l l l l l
8 ,04  10,76 12,65 23 ,75 25 ,63 37 ,23 52 ,3 6  65 ,5 6
C a n tid a d  EFNA4 en  m e m b ra n a  (IM F)
H UVEC + EFNA4-FC
B-5P B-LLC-5P
100%î 80%
% 60%
3  40%
ï  20%
y
£  0%
8,04 10 ,76 12,65 23 ,75 25 ,63 37 ,23 52 ,36 65 ,56
C a n tid a d  de EFNA4 en  m e m b ra n a  (IM F)
Linfocitos B + EphA2-Fc
B-5P B-LLC-5P
! 100%1 80%
60%
40%
I 20%
0%
8,04 10 ,76 12,65 23 ,75 25 ,63 37 ,23 52 ,3 6  65 ,56
C a n tid a d  de EFNA4 e n  m e m b ra n a  (IM F)
B
Fl 50,94 ± 0,08 44,78 ± 1 ,0 8 ' 51,73 ± 0,37
B-SP 1 8,04 F2 27,25 ± 0,35 28,51 ± 0,7 22,43 ± 0 ,6 1 *
21,8 ± 0,43 26,72 ±0,38+ 25,85 ± 0,23+
F l 60,59 ± 0,56 43,17 ± 0,25# 55,62 ± 0 ,54*
B-SP 2 10,76 « J 26,45 ± 0,61 40,9 ± 0 ,1 5 # 18,89 ± 0 ,1 6 #
F3 12,95 ± 0,05 15,94 ± 0,1# 25,5 ± 0,7#
"F il 75,49 ± 0,42 48,35 ± 0,85# 89,24 ± 0,16#
B-LLC-SP-10 12,65 F2 16,1 ± 0,21 35,83 ± 0,58# 4,32 ± 0,02#
^ ± o T 2 r ^ 15,82 ± 0 ,27# 6,45 ± 0 ,18*
F l 82,62 ± 2 ,1 3 62,32 ± 1,54+ 95,12 ± 0 ,95*
B-LLC-SP-8 23,7S > 7 ] 11,29 ± 1,47 22,68 ± 0,45+ 3,11 ± 0 ,6 4 *
F3 6,1 ± 0 ,6 6 15 ± 1 ,09* 1,78 ± 0 ,3*
> î ] 90,83 ± 0 ,1 2 63,23 ± 0 ,16# 98,98 ± 0#
B-LLC-SP-13 25,63 F2 8,26 ± 0 ,0 9 35,9 ± 0 ,1 4 # 1,01 ± 0,01#
F3 0,91 ± 0 ,0 3 0,88 ± 0,02 0,02 ± 0,01#
F l 96,49 ± 0,11 76,91 ± 0,1# 9 9 ,2 1 + 0 ,0 3 #
B-LLC-SP-1 37,23 3,35 ± 0 ,0 5 22,94 ± 0,09# 0,78 ± 0,04#
F3 0,16 ± 0 ,0 5 0,16 ± 0 ,0 1 0,02 ± 0,01
F l 94,66 ± 0 ,9 1 80,73 ± 1,46+ 96,58 ±0,31
B-LLC-SP-3 52,36 F2 3,72 ± 0,38 17,1 ± 1,2# 2,6 ± 0,07
F3 1,63 ± 0,53 2,17 ± 0,25 0,82 ± 0,24
F l 96,47 ± 0 ,2 5 73,35 ± 0,15# 98,93 ± 0,08+
B-LLC-SP-4 65,56 F2 3,2 ± 0 ,2 6 26,21 ± 0 ,1 5 # 1,06 ± 0,08+
F3 0,32 ± 0 ,0 1 0,45 ± 0# 0 ± 0 #
Figura 27. Los tratamientos con EphA2-Fc y EFNA4-Fc modifican la TEM linfocito-endotelio. Monocapas de 
HUVEC fueron tratadas con TNF-a (10 ng/mL) durante la noche, siendo re tirada esta citocina al menos 2 
horas antes del co-cultivo con 3 x l ( f  linfocitos B, -LLC o -SP pre-tehidos con CFSE, manteniéndose este co- 
cultivo durante 2 horas. M ediante un prim er lavado, suave pero exhaustivo, con medio RPMI atemperado  
37^ se recogiô la fracciôn de células B no adheridas a monocapa (F l). El siguiente lavado se realizaba con 
PBS-EDTA a 37 ^C durante 7 minutas, recuperando en esta segunda fracciôn las células B adheridas a 
monocapa (F2). A continuaciôn se realizô un u ltim o lavado en RPMI-Tripsina durante 10 minutas, tras los 
cuales se recuperaba, ju n to  con las células HUVEC, las células B que habian m igrado a través de éstas (F3). 
Tras este u ltim o lavado la plaça de ensayo era examinada al microscopia para asegurar que cada pocillo 
habia sido recogida en su totalidad. Los tratam ientos a estudiar, EFNA4-Fc sobre HUVEC y EphA2-Fc sobre 
células B, se realizaron antes del co-cultivo. Las células B recuperadas se contabilizaron mediante citom etria  
de flu jo  y microesferas de conteo. Estos ensayos se realizaron con 3 muestras B-SP y con B-LLC-SP-1, -3, -4, -8, 
-10 y -13, que presentaban diferentes cantidades de EFNA4 en membrana (Tabla 9). Cada uno de los 
supuestos se realizô por triplicado. El numéro de células recuperadas en cada fracciôn se normalizô al 
absoluto de células recuperadas (Fn=Fl+F2+F3). La significaciôn estadistica de las diferencias de médias se 
llevô a cabo m ediante T-Student para muestras pareadas entre los diferentes grupos, con y sin tratam ientos. 
Las diferencias se representan en base al valor de su significaciôn estadistica *p<0,05; +p<0,01; ^p<0,005.
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El pre-tratamiento con EFNA4-Fc a FlUVEC conducia a un incremento significativo, en 
la mayoria de los casos, del porcentaje de células adheridas (F2) y el de las transmigradas (F3) 
{significaciones estadîsticas indicadas en la Tabla 33), disminuyendo por tanto el porcentaje 
de las no adheridas (Fl), tanto para B-LLC-SP, como para B-SP.
El tratamiento con EphA2-Fc provocaba diferentes efectos, dependiendo de la 
procedencia del linfocito B al que fue suministrado. En B-SP el porcentaje de células no 
adheridas (Fl) se mantuvo constante, mientras que el de transmigradas (F3) aumentô 
significativamente, siendo en este caso el porcentaje de células adheridas (F2) el que se vio 
reducido. Mientras en B-LLC-SP, tanto el porcentaje de células adheridas (F2) como el de 
transmigradas (F3) se vieron notablemente reducidos, experimentando el porcentaje de no 
adheridas (Fl) un incremento significativo.
Estos resultados sugerian que la interacciôn EphA2-EFNA4 mediaba en el proceso de 
TEM a través de FlUVEC indicando que la ausencia de esta interacciôn no afectaba por igual a 
los resultados dependiendo de si se el pre-tratamiento era el de EphA2-Fc sobre las células B 
o el de EFNA4-FC sobre el endotelio. Ademas, mientras el tratamiento con EFNA4-Fc sobre las 
FlUVEC resultaba en un incremento en la TEM de ambos tipos de células B, el pre-tratamiento 
con EphA2-Fc sobre linfocitos B sanos no resultaba en un cambio significativo que, por el 
contrario, en células B-LLC provocaba una reducciôn aün mayor, tanto del porcentaje de 
células adheridas como del de extravasadas.
Ensayos similares se llevaron a cabo para analizar, mediante inmunofluorescencia, la 
posible localizaciôn de EphA2 en los contactos entre células B, sanas o LLC, y FlUVEC. Tras 2 
horas de co-cultivo, el numéro de células B adheridas y/o transmigradas que permanecian 
tras el lavado de los cultivos, resultô muy diferente dependiendo de la procedencia de la 
muestra {Figura 28), de acuerdo con los ensayos de TEM previos {Figura 27). En estos ensayos 
se podia apreciar que la expresiôn de EphA2 de las células endoteliales se redistribuia, 
concentrandose en los contactos con las células B {ver fléchas Figura 28), lo cual apoyaba la 
hipôtesis de un posible papel de la interacciôn EphA2-EFNA4 en las adhesiones entre estos 
tipos celulares.
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2.5.- La adhesion de células B-LLC a HUVEC es significativamente mener que la de Bs sanos, 
lo cual esta directamente relacionado con la expresiôn de EFNA4
Uno de los aspectos a considerar en la TEM es la adhesion entre los dos tipos celulares 
implicados. Para valorar este aspecto, se realizaron ensayos de conjugados linfocito-endotelio 
en los que, mediante citometria de flujo, se determinô la proporciôn de agregados linfocito- 
endotelio como "poblaciôn" doble positiva gracias a la tinciôn fluorescente de membrana 
utilizada de forma diferencial para discriminar ambos tipos celulares.
Los resultados de estos ensayos mostraron que el porcentaje de células B-LLC 
conjugadas era significativamente menor (8,58 ± 3,76) que el de B-SP (27,27 ± 4,39; Figura 2 9  
A), indicando que las B-LLC tenian alterada su capacidad de adhesiôn a endotelios, algo que 
no habia sido firmemente demostrado con anterioridad aunque sugerido de forma indirecta 
(S tauder y cols., 1 9 9 3 ; Chen y cols., 1999 ; Gu y cols., 2001 ).
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B-5P B-LLC-SP Bajo Intermedio A lto  
,4
B-SP Con Sin B-S
Figura 29. Los B-LLC-SP presentan menor capacidad de formar conjugados con HUVEC. 5x10'^ HUVEC y 
2 x l ( f  células B, previam ente tehidas con PKH26 y CFSE, respectivamente, se co-cultivaron durante 60 
minutas en agitaciôn. Las adhesiones acontecidas se fija ron  para su anàlisis, mediante citom etria de flu jo . A) 
Los gràficos reflejados se corresponden con 3 muestras B-SP y 13 muestras B-LLC-SP. B) Adhesiôn en base a 
la presencia/ausencia de linfoadenopatias, quedando el prim er grupo representado por 7 pacientes y po r 6 el 
segundo. C) Adhesiôn de acuerdo a grupos de riesgo: 4 de bajo, 4 de Intermedio y 5 de alto. Las diferencias 
entre médias se evaluaron mediante estadistica T-Student (*p<0,05; **p<0,01; y ***p<0,005).
Posteriormente, comparâmes los resultados obtenidos agrupando las muestras de 
pacientes en base a sus paramétrés clinicos como la presencia/ausencia de linfoadenopatias 
{Figura 2 9  B) y el estadio de riesgo en el que se encontraban cada uno de los pacientes 
evaluados {Figura 2 9  C) observéndose diferencias significativas en su capacidad de adhesiôn. 
Asi, las muestras provenientes de pacientes con linfoadenopatias presentaban un mayor 
porcentaje de conjugados, airededor de un 12%, que las de los pacientes sin esta patologia.
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en torno a un 5% {p<0,005; Figura 29 B). Atendiendo al estadio de riesgo de los pacientes, las 
muestras procedentes del grupo de riesgo bajo presentaban un porcentaje de conjugados 
significativamente menor (4,55 ± 1,96%) que el porcentaje presentado por la muestras de 
riesgo intermedio (11,99 ± 1,93%, p<0,005) y alto (9,76 ± 3,40%, p<0,05); mientras que entre 
estos dos ùltimos grupos no existian diferencias significativas {Figura 29 C; p>0,05).
Dado que un objetivo de nuestro estudio era el de determinar si la sobreexpresiôn de 
EFNA4 podria relacionarse con la TEM de las B-LLC y dado que, como habiamos observado 
previamente, la expresiôn de EFNA4 en membrana podia relacionarse con los parametros 
clinicos comentados (linfoadenopatia. Tabla 8 B, y estadio de riesgo Rai, Figura 17 B), se 
explorô la posibilidad de que la cantidad de EFN A4 expresada en membrana también pudiera 
estar relacionada con la capacidad de adhesiôn al endotelio {Figura 30). El analisis del 
porcentaje de conjugados frente a la cantidad de EFNA4 expresada en membrana para cada 
una de las muestras B-LLC-SP analizadas {Tabla 9), indicaba la existencia de una correlaciôn 
negativa {r=-0,7808, p<0,001) entre ambos parametros, a mayor cantidad de EFNA4, menor 
capacidad de adhesiôn a HUVEC.
Figura 30. Las B-LLC-SP 
presentan menor capacidad de 
formar conjugados a medida que 
la expresiôn de EFNA4 en 
membrana es mayor. Los datos 
de conjugados B/HUVEC se
representaron en base a la
cantidad de EFN A4 encontrada en 
membrana en las muestras B-LLC, 
determinada mediante citometria 
de flujo (Tabla 9). La correlaciôn 
se determinô mediante el
coeficiente de correlaciôn de
Pearson (p<0,001).
re 16"D<D
M  14
I  "
m 10
S ®
r = -0,7808
c
goQ.
20 40 800 60
Expresiôn de EFN A4 en membrana (IMF)
Nuevamente, con el fin de determinar una posible funciôn de la interacciôn EphA2- 
EFNA4 en estos ensayos de adhesiôn, los experimentos de conjugados se realizaron pre- 
incubando células B-LLC o B-SP con la proteina recombinante EphA2-Fc, y las HUVEC con 
EFNA4-FC {Figura 31). El tratamiento con EphA2-Fc provocô, en la mayoria de las muestras
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evaluadas, una disminuciôn del porcentaje de conjugados relativo a su control, aunque la 
reducciôn se produjo en diferentes grados dependiendo de la procedencia de la muestra 
tratada. Sobre muestras B-SP, el tratamiento provocô una timida disminuciôn, con un 
promedio de 0,89 ± 0,11 respecto al control, mientras que en muestras B-LLC-SP la reducciôn 
fue mucho mayor, con un promedio de 0,26 ± 0,15 relativo al control, encontrando 
diferencias significativas entre los dos grupos de muestras {p<0,005). Al agrupar los 
resultados en base al grupo de riesgo al que pertenecen los pacientes, se observô que los de 
riesgo intermedio presentaban la mayor reducciôn, 0,21 ± 0,09, seguidos de los riesgo bajo, 
0,25 ± 0,10, mientras que los de riesgo alto mostraban la menor reducciôn, 0,33 ± 0,21 a 
pesar de lo cual, no se encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos de 
riesgo (p>0,05).
Basandonos en la correlaciôn inversa encontrada anteriormente entre cantidad de 
EFNA4 y la capacidad de formar conjugados (Figura 30), los resultados de conjugados en 
presencia de tratamientos se analizaron nuevamente [Figura 31) pero atendiendo a la 
cantidad de EFNA4 (Tabla 9), encontrandose en los tratamientos con EphA2-Fc una reducciôn 
especialmente significativa entre las muestras que expresaban una alta cantidad de EFN A4 en 
su membrana (0,13 ± 0,03) frente a las muestras con media y baja cantidad de EFN A4 en 
membrana, las cuales mostraron reducciones similares (0,32 ± 0,09 y 0,29 ± 0,18, 
respectivamente). Las estadîsticas realizadas entre estos grupos, baja, intermedia y alta 
cantidad de EFN A4, reflejaron que las muestras que presentan menor cantidad de EFNA4 en 
membrana, experimentaban una reducciôn significativamente menor (p<0,05), a la 
experimentada por las muestras con cantidad intermedia; mientras que el resto de 
estadîsticas entre los diferentes grupos B-LLC, en base a la cantidad de EFN A4 en membrana, 
no revelaron diferencias significativas (p>0,05).
Por otra parte, al analizar el tratamiento con EFNA4-Fc sobre HUVEC, se observô un 
aumento significativo en el porcentaje de conjugados, respecto al de su control sin tratar, en 
todas la muestras evaluadas, tanto para B-SP (p<0,005) como para B-LLC-SP (p<0,01), no 
encontrandose diferencias significativas (p>0,05), entre B-SP (1,77 ± 0,21%) y B-LLC-SP (1,81 ± 
0,41%), dentro de los diferentes grupos evaluados, ni para el riesgo de los pacientes, ni 
dentro de los grupos establecidos en base a la cantidad de EFN A4 en membrana (Figura 31).
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El hecho de que los tratamientos enfocados a bloquear la interacciôn EphA2-EFNA4 
pero aplicados de forma diferencial sobre endotelios o células B, B-LLC-SP o B-SP, provocara 
efectos aparentemente antagônicos, sugeria que no sôlo la interacciôn estaba siendo 
bloqueada sino que, presumiblemente, uno u otro tratamiento o los dos podian estar 
induciendo senalizaciôn hacia el tipo celular que los unia (sehal de EphA2 hacia el endotelio o 
sehal forward en HUVEC + EFNA4-Fc o sehal de la EFNA4 hacia el linfocito B o sehal reverse en 
el caso de células B + EphA2-Fc).
B-SP B-LLC-SP con riesgo bajo
u
II
B SP 1
-B-B-SP-2 1,77 ±0,21
-A-B-SP 3
II
5 0,89 ±0,11
h-Fc HUVEC+ EFNA4-FC
1,99 ± 0 ,6 3
B-LLC-SP-1 -B-B-LLC-SP-2
-A-B-LLC-SP-3 - e - B-LLC-SP-4
2
bO
0,25 ± 0 ,1 0
B-LLC-SP+ EphA2-Fc h-Fc HUVEC+ EFNA4-FC
B-LLC-SP con riesgo medio B-LLC-SP con riesgo alto
u
Sii l
& -b.
- ^ B  LLC SP 5 -B-B-LLC-SP-6
1,78 ± 0 ,33
-A -B  LLC SP 7 - e - B  LLC-SP I
0,21 ± 0,09
S
B-LLC-SP+ EphA2-Fc h-Fc HUVEC+ EFNA4-FC
-B-LLC-SP-9 -B-B-LLC-SP-10 
-B-LLC-SP-11 -©-B-LLC-SP-12 
-B-LLC-SP-13
0.33 ± 0.21
B-LLC-SP+ EphA2-Fc h-Fc HUVEC + EFNA4-FC
F i g u r a  3 1 .  Los ensayos de conjugados se realizaron en base a lo descrito en la Figura 29. En esta 
nueva aproximaciôn, ademas de pre-bioquear las células con fragmentos h-Fc, se pre-trataron 
separadamente, FlUVEC con EFNA4-Fc, y células B, -LLC y -SP, con EphA2-Fc, previo al co-cultivo en 
suspension. Los datos mostrados fueron normalizados a su correspondiente control sin tratar. Los 
resultados se muestran en base al grupo de riesgo al que pertenecen los pacientes.
2.6.- Papel autônomo de EFN A4 en la adhesiôn de células B-LLC a endotelio
La disminuciôn en la capacidad de adhesiôn a endotelio en B-LLC-SP provocada por el 
tratamiento con EphA2-Fc sugeria la posibilidad de que este tratamiento fuera capaz de 
modular la expresiôn y/o funciôn de alguna o algunas de las moléculas de adhesiôn 
implicadas en el proceso de TEM y que algunos autores han relacionado con el trafico de las
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B-LLC (Jew ell y Yang, 1997; Parfienczyk y cols., 2 0 0 3 ; E isterer y cols., 2 0 0 4 ; G a tte i y cols., 
2 0 0 8 ; R edondo-M unoz y cols., 20 0 8 ).
Para ello, determinamos mediante citometria de flujo la expresiôn (IMF) de algunas 
de las principales moléculas de adhesiôn implicadas {Tabla 10 ) como CD62L, CD44, CDlla, 
CD18, CD49d y CD29. La media de las expresiones para las 13 muestras evaluadas (Tabla 10), 
reflejô diferentes intensidades de expresiôn (IMF) para cada una de ellas, siendo la molécula 
CD44 en la que se registrô la expresiôn mas alta (666,51 IMF), seguida de CD62L (528,73 IMF). 
Las expresiones de integrinas reflejaron una expresiôn mas discreta, integrina VLA-4 (CD49d, 
37,34 IMF) y CD29 (18,5 IMF) e integrina LFA-1 (CDlla, 17,28 IMF) y CD18 (26,57 IMF).
Muestra CD62L(IMF)
CD44
(IMF)
CDlla
(IMF)
CD18
(IMF)
CD49d
(IMF)
CD29
(IMF)
B-UC-SP-1 89,44 166,23 7,64 10,63 13,91 8,26
B-LLC-SP-2 18,96 144,93 14,98 15,46 45,06 14,01
B-LLC-SP-3 48,81 113,39 36,41 35,25 20,62 15,81
B-LLC-SP-4 121,52 929,44 14,62 22,73 29,89 11,60
B-LLC-SP-5 859,23 1376,01 24,48 79,77 133,06 15,40
B-LLC-SP-6 181,91 924,52 11,40 40,72 123,45 17,84
B-UC-SP-7 583,33 741,23 32,12 74,90 20,33 12,39
B-LLC-SP-8 706,02 939,25 13,86 16,51 29,63 18,24
B-LLC-SP-9 562,23 725,23 10,67 9,83 20,25 13,27
B-LLC-SP-10 868,62 441,25 10,87 9,08 22,52 14,01
B-LLC-SP-11 444,02 333,25 13,58 10,32 12,48 18,84
B-LLC-SP-12 649,23 689,52 19,05 11,11 7,08 25,02
B-LLC-SP-13 1740,21 1140,32 14,97 9,10 7,20 55,85
Tabla 10. Expresiôn de 
las principales proteinas 
implicadas en adhesiôn 
de las B-LLC-SP.
Mediante citometria de 
flujo, se determinô la IMF 
(Intensidad Media de 
Fluorescencia) de las 
distintas moléculas de 
adhesiôn en las muestras 
B-LLC-SP utilizadas en los 
ensayos de TEM y 
adhesiôn.
Atendiendo al estadio de riesgo de los pacientes {Tabla 9), se encontraron algunas 
correlaciones significativas con los niveles de expresiôn de CD62L, CD44 y CD18 pero no con 
el resto de moléculas de adhesiôn analizadas. La expresiôn de CD62L era significativamente 
menor en el grupo de bajo riesgo que en los grupos de riesgo intermedio {p<0,05) y alto 
(p<0,05); mientras que entre estos dos grupos no se apreciaban diferencias. La expresiôn de 
CD44 también resultô significativamente menor en el grupo de bajo riesgo respecto a la 
encontrada en el de riesgo intermedio {p<0 ,05). Una mayor expresiôn de CD18 se encontrô 
en el grupo de riesgo intermedio, diferenciandose significativamente del de alto riesgo 
{p<0 ,05) y sensiblemente del de bajo. No existian, por tanto, una asociaciôn clara entre los 
niveles de expresiôn de integrinas y el estadio de riesgo de los pacientes de acuerdo con
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algunos autores (Vincent y cols., 1996; de la Fuente y cols., 1999; Bannerji y Byrd, 2000) ni con 
la capacidad de adhesiôn de las muestras B-LLC-SP a endotelios, estudiada en este trabajo (no 
mostrado). El analisis de correlaciôn entre estas moléculas y EFNA4 no mostrô significaciôn 
estadistica en general (p>0,05) salvo para CD62L que se correlacionaba débilmente {r=-0,48; 
p<0,05) y de forma inversa con la EFN A4, sugiriendo que la correlaciôn entre EFN A4 y la 
adhesiôn diferencial a HUVEC de B-LLC-SP no estaba del todo relacionada con los niveles de 
expresiôn de estas moléculas.
Cabia la posibilidad, no obstante, de que los tratamientos con EFNA4-Fc pudieran 
modular la expresiôn de estas moléculas en las B-LLC-SP. Por ello, se evaluô si el tratamiento 
con EphA2-Fc modulaba la expresiôn de estas proteinas en B-LLC-SP tras haber sido cultivadas 
in vitro en presencia/ausencia de la proteina recombinante durante 1 hora {Figura 32). Los 
resultados obtenidos, apuntaban que el tratamiento no provocaba modulaciôn en la 
expresiôn (IMF) de integrinas (CDlla, CD18, CD29, CD49d) o la selectina CD62L, mientras que 
la glicoproteina de transmembrana, CD44, sufriô una disminuciôn en su expresiôn.
B-LLC B-LLC + h-Fc B-LLC + EphA2-Fc
25
10° IQ: 10^  10^
CD18
.>  25
10° 10^  10^  10^  
CD29
10“
>  25
10° 10^  10^  10^  
CD62L
.>. 25 E
10° 10^  10^  10^  
C D lla
10“
CD49d CD44
Figura 32. EphA2-Fc modula la expresiôn de CD44. A través de estos ensayos se evaluô la capacidad de 
EphA2-Fc para modular la expresiôn de las principales moléculas de adhesiôn en B-LLC-SP. Las B-LLC-SP-1, - 
3, -4, -5, -8, -10 y -13, fueron cultivadas durante 1 hora en ausencia (perfil blanco) o presencia (perfil gris) 
de EphA2-Fc. Tras el cultivo las células fueron tehidas con CD18, CD29, CD62L, C D lla , CD49d y CD44, cuya 
tinciôn se analizô mediante citometria de flujo con el pertinente control para cada tinciôn (perfil negro). En 
esta figura se muestra un ejemplo representativo.
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Puesto que es sobradamente conocido que la funciôn de integrinas es dependiente 
de su estado de activaciôn mas que de los niveles de expresiôn (van der Flier y Sonnenberg,
2001), valoramos si el tratamiento con EphA2-Fc era capaz de modular la adhesiôn de B-LLC- 
SP a distintos ligandos para estas moléculas como moléculas de matriz extracelular (FN, VN, 
LM y CL-I) y formas recombinantes de ICAM-1 y VCAM-1 {Figura 33).
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Figura 33. El tratamiento de 
células B-LLC-SP con EphA2-Fc 
parece disminuir su capacidad de 
adhesiôn al sustrato. 5 x ic f células 
B-LLC-SP, pre-incubadas con EphA2- 
Fc o h-Fc se cultivaron 1 hora en 
pocillos recubiertos con ICAM-1, 
VCAM-1, AH, LM, FN, VN, CL-I o 
albümina de suero bovina (BSA) 
como control. Las células no 
adheridas se recogieron mediante 
aspiraciôn, tras suave agitaciôn y se
contabilizaron mediante citometria de flujo usando microesferas de conteo. El numéro de células tratadas 
con EphA2-Fc no adheridas, fue normalizado al numéro de células recuperadas tratadas con h-Fc. El efecto 
del tratamiento fue representado en base a la cantidad de EFN A4 encontrada en la membrana de cada una 
de las muestras evaluadas, determinada mediante citometria de flujo. La posible correlaciôn existante se 
evaluô mediante el coeficiente de correlaciôn de Pearson (p<0,005). Cada uno de los supuestos se realizô por 
triplicado. Las muestras evaluadas fueron B-LLC-SP-1, -3,-4,-5, -8, -10 y -13; y 3 muestras B-SP.
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Al evaluar los resultados obtenidos de! tratamiento con EphA2-Fc, previamente 
normalizados al tratamiento control con h-Fc y enfrentarlos a la cantidad de EFNA4 expresada 
en la membrana de cada una de las muestras analizadas (Figura 33) se encontre, para la 
mayoria de los casos estudiados, una correlaciôn positiva entre la cantidad de EFNA4 en 
membrana y el numéro de B-LLC no-adheridas. Cuando se usaron como sustrato las 
moléculas de adhesion, ICAM-1 y VCAM-1, se encontre una alta correlaciôn, en torno a 0,955 
para ambos casos, y un efecto del tratamiento muy notable, llegando a disminuir la adhesion 
hasta 4,9 y 5,67 veces, respectivamente, en la muestra que mayor cantidad de EFNA4 
expresaba en membrana (B-LLC-SP-4).
Sin embargo, con el AH como sustrato, se obtuvo una correlaciôn mucho mas baja (r = 
0,4453) al igual que el efecto encontrado con el tratamiento. El reste de sustratos evaluados 
mostraron altas correlaciones, especialmente FN, LM y CL-I, encontrandose en el primero de 
elles, como consecuencia del tratamiento, la mayor reducciôn en la adhesiôn, de 6,47 veces. 
En contraste, las B-SP no experimentaban cambios significatives en su adhesiôn a los 
diferentes sustratos tras el tratamiento con la protema recombinante.
Estes resultados permitian concluir que la disminuciôn de la adhesiôn de las células B- 
LLC al endotelio tras tratamiento con EphA2-Fc era consecuencia de un papel autônomo de 
célula de EFNA4 sobre la funcionalidad de otras moléculas de adhesiôn implicadas en la TEM. 
Consiguientemente, la sobreexpresiôn de EFNA4 en las B-LLC podria responder a un proceso 
de repulsiôn mediado por altos niveles de expresiôn de esta molécula.
2.7.- EphA2-Fc inhibe la migraciôn mediado por CCL19 de células B-LLC-SP
El papel de CCR7, CXCR4 y CXCR5 en la TEM de LLC habia sido sugerido por algunos 
autores (Till y cols., 2002; Burkle y cols., 2007; Ocana y cols., 2007). Por tanto, se evaluô si la 
interacciôn EphA2-EFNA4 podria medlar en la TEM mediada por CCL19, CXCL12 ô CXCL13, 
nuevamente en presencia/ausencia de los tratamientos EphA2-Fc y EFNA4-Fc, sobre B-SP o B- 
LLC-SP y HUVEC, respectivamente (Figura 34 A).
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Los resultados de los ensayos de TEM en ausencia de tratamiento con las protemas 
recombinantes, mostraban que CCL19 inducia mayor migraciôn de B-LLC-SP que CXCL12 (en 
torno a 1,5 veces) y CXCL13 (en torno a 3 veces) de acuerdo con otros autores (Figura 34) y, 
en cualquier caso, menor que los de B-SP. El pre-tratamiento con EphA2-Fc de las células B- 
LLC-SP provocô, con cualquiera de las quimiocinas evaluadas, una disminuciôn significativa en 
el numéro de células migradas, reduciéndose a la mitad en presencia de CXCL12 y CXCL13, 
mientras que en presencia de CCL19 la reducciôn resultô mucho mayor, del orden de 14 
veces. El pre-tratamiento con EFNA4-Fc sobre HUVEC no provocô las mismas consecuencias 
para todas las quimiocinas evaluadas al contrario de lo observado en el tratamiento con 
EphA2-Fc. En presencia de CCL19 el tratamiento incrementô significativamente el numéro de 
B-LLC-SP migradas, mientras que en presencia de CXCL12 y CXCL13 el mismo tratamiento 
redujo significativamente el numéro de células recuperadas, apuntando a una posible 
cooperaciôn entre la sehalizaciôn forward en HUVEC y CCL19. Para dilucidar si esta 
cooperaciôn se producia tan sôlo en el contexto de la enfermedad o también se producia en 
un contexto fisiolôgico, se realizaron ensayos de TEM con B-SP. Estas mostraron la misma 
respuesta que sus analogos patolôgicos (Figura 34 A), mostrando una mayor TEM cuando las 
HUVEC habian sido pre-tratadas con EFNA4-Fc. Sin embargo, el pre-tratamiento con EphA2-Fc 
de los linfocitos sanos, no reducia significativamente el numéro de células migradas. Cuando 
el gradiente quimiotactico empleado fue CXCL12 y CXCL13, las B-SP no experimentaron 
cambios significativos como consecuencia de los diferentes tratamientos (datos no 
mostrados).
Para comprobar si el papel inhibitorio sugerido por el tratamiento de EphA2-Fc a B- 
LLC-SP sobre la TEM guiada por las quimiocinas, era dependiente o independiente de la 
interacciôn con el endotelio, se realizaron ensayos de migraciôn en ausencia de células 
endoteliales (Figura 34 B). Los resultados mostraban que tan sôlo en la quimiotaxis mediada 
por CCL19, el tratamiento con EphA2-Fc inhibia significativamente el numéro de células 
migradas.
Todo ello sugeria que la senal reverse, posiblemente a través de su ligando EFNA4, es 
capaz de modular de manera autônoma la quimiotaxis mediada por CCR7, tanto en 
condiciones fisiolôgicas como patolôgicas, pudiendo explicarse la inhibiciôn de la TEM
102
Expresiôn y Funciôn de Eph/EFN en LLC
mediada por CXCL12 y CXCL13 anteriormente observada por el tratamiento con EphA2-Fc 
como consecuencia de la interrupciôn en la interacciôn linfocito-endotelio a través de la 
mencionada via EFNA4-EphA2.
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Figura 34. Transmigraciôn y Migraciôn 
se ven afectadas por el tratamiento 
con Eph/EFN recombinantes. Los
ensayos A) Transmigraciôn y B)
Migraciôn se realizaron siguiendo el 
mismo protocolo. En A) la monocapa de 
HUVEC se cultiva dos di'as antes sobre 
los filtras de migraciôn y se pre- 
t rata ran durante la noche con INF-a. 
En ambos tipos de ensayo, A y B, las 
quimioquinas recombinantes se 
ahadieron en el compartimenta inferior 
[CCL19 (500 ng/mL), CXCL12 (100
ng/mL) y CXCL13 (1000 ng/mL)], 
mientras en la parte superior se
ahadieron 5 x l( f  células B pre-tehidas 
con CFSE, tratadas o no con EphA2-Fc. 
Las quimiotaxis se mantuvieron durante 2 haras. 
La totalidad de las células transmigradas
/migradas fueron recogidas mediante diverses 
lavados con PBS-EDTA, y su numéro estimado 
mediante citometrfa de flujo con microesferas de 
conteo. El numéro de muestras de cada tipo 
utilizados en estas ensayos fue: 3 x B-SP y 7 x B- 
LLC-SP (B-LLC-SP-1,-3, -4, -5, -8, -10 y -13). Cada 
supuesto se realizô por triplicado. La significaciôn 
estadistica de la diferencia entre médias se realizô 
mediante T-Student de muestras pareadas. n.s. no 
significativa.
2.8.- EphA2 parece regular la adhesiôn a endotelio a través de ICAM-1 y VCAM-1
Puesto que, en base a los resultados anteriores, la TEM parecia estar regulada, al 
menos en parte, por la interacciôn EFNA4-EphA2 y puesto que el tratamiento con EFNA4-Fc 
sobre HUVEC ténia un gran impacto en la TEM tanto de B sanas como B-LLC, decidimos 
profundizar mas en los mecanismos y/o moléculas implicados en esta regulaciôn sobre el 
endotelio a través de EphA2, receptor mayoritariamente expresado en el sistema vascular
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analizado.
La aproximaciôn a este estudio consistiô en el tratamiento con EFNA4-Fc unida a 
fluorocromo durante 60 minutos de monocapas de HUVEC pre-estimuladas con TNF-a, fijadas 
a distintos tiempos y analizando la distribuciôn apical-basal, mediante microscopia confocal, 
de la EFNA4-fluorescente y de EphA2 en relaciôn a la monocapa. La observaciôn a diferentes 
tiempos, mostrô que la EFNA4-Fc, que al comienzo del tratamiento se puede encontrar como 
puntos fluorescentes en la superficie de la monocapa evaluada, tiende a migrar hacia el 
interior de las células endoteliales, concentrandose finalmente en la zona perinuclear, co- 
localizando abundantemente con EphA2 (Figura 35).
EphA2 parecia regular parte de la TEM sobre el endotelio que la expresa, pero esta 
regulaciôn podria tener lugar a través de la asociaciôn con moléculas de adhesiôn como 
ICAM-1 y VCAM-1, cuya implicaciôn en este proceso es ampliamente conocida (Yong y 
Khwaja, 1990). Anteriormente habiamos observado que EFNA4-Fc inducia la re-localizaciôn 
de EphA2 de HUVEC hacia los contactos con células B (Figura 26 B). De la misma manera, se 
evaluô si este tratamiento inducia también la re-localizaciôn de ICAM-1 y/o VCAM-1 con 
EphA2, infiriendo que la posible co-localizaciôn pudiera corresponderse con una posible 
cooperaciôn (Figura 36 A).
Los porcentajes de co-localizaciôn encontrados, después de una hora de tratamiento, 
alcanzaron el 55% en el caso de EphA2-ICAM-l y del 15% en el de EphA2-VCAM-l, indicando 
una posible implicaciôn de este receptor con las moléculas de adhesiôn, especialmente con 
ICAM-1 (Figura 36 A). Estos resultados parecian apuntar que la posible regulaciôn que EphA2 
ejerce sobre la TEM podria deberse, en parte, a su asociaciôn con ICAM-1, haciéndose 
necesaria la evaluaciôn de la hipôtesis complementaria, es decir, si el tratamiento con a- 
ICAM-1 era capaz de arrastrar la EphA2 (Figura 36 B) junto con VCAM-1 (Figura 36 B). Los 
analisis mostraron una co-localizaciôn de un 15% de ICAM-1 con VCAM-1, mientras que no se 
observô co-localizaciôn de ICAM-1 con EphA2 o minima, indicando que mientras que ICAM-1 
régula la TEM de manera independiente a EphA2, ésta la regularia a través de la asociaciôn 
con moléculas de adhesiôn, como ICAM-1 y VCAM-1.
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3.- Estudio del posible papel de EFNA4 en la supervivencla de B-LLC mediada por endotellos
La supervivencla de las células B-LLC supone uno de los aspectos mas controvertidos 
de la enfermedad. Las células procedentes de paclentes con LLC mueren progresivamente in 
vitro por apoptosis a los pocos dias de cultivo, ponlendo de maniflesto su dependencla de 
factores solubles y/o contactos con otros tlpos celulares para contrarrestar su entrada en 
apoptosis. En este sentido, se han sugerido la Implicaciôn de diversos factores solubles como 
IL-6, IL-4 o VEGF (Jablonska y cols., 2005; Hock y cols., 2006; Molica y cols., 2006), el contacto 
con clertas poblaclones celulares como linfocitos T, células del estroma en médula ôsea 
(Panayiotidis y cols., 1996; Lagneaux y cols., 1998; Pedersen y cols., 2002; Tsukada y cols., 
2002; Plandery cols., 2009), las proplas células endoteliales de los vasos (Long y cols., 1995; 
Buggins y cols., 2010) y, en menor medida, la matriz extracelular o clertos componentes de la 
misma, como fibronectina (de la Fuente y cols., 1999), si bien ésta ultima ha sido més 
relaclonada con la resistencla a drogas de las B-LLC (de la Fuente y cols., 2002).
Basandonos en nuestros resultados previos que ponian de maniflesto el papel de 
EFNA4 en la adhesiôn de las células B-LLC a endotelio y a distintos componentes de la matriz 
extracelular, nos planteamos si estas Interacclones podrian medlar también en su 
supervivencla como cuando las B-LLC se encuentran en el torrente circulatorlo, donde se 
acumulan, como otros autores habian apuntado, y/o como cuando se encuentran en los 
gangllos Inflltrados (Ghia y Caligaris-Cappio, 2000; Hamblin, 2002; D'Arena y cols., 2003; 
Keating y cols., 2003; Ghia y Caligaris-Cappio, 2006; Ghia y cols., 2008).
3.1.- Las muestras B-LLC-SP muestran diferentes capacidades de supervivencla In vitro
Previo a los ensayos sobre el papel de EFNA4 en la supervivencla de las células 
leucémicas en contacto con endotelio, quisimos anallzar el perfll de caida espontanea de la 
misma in vitro, dado que en los datos en la llteratura al respecto son muy heterogéneos (Ghia 
y Caligaris-Cappio, 2000; Hamblin, 2002; D'Arena y cols., 2003; Keating y cols., 2003; Ghia y 
Caligaris-Cappio, 2006; Ghia y cols., 2008). Para ello, utillzamos células B-LLC alsladas de 
sangre periférica de 12 paclentes cuyas caracteristicas cimicas y moleculares eran 
heterogéneas y al tiempo representativas de la enfermedad {Tabla 11), evitando asi una 
poblaclôn sesgada, asi como linfocitos B sanos alslados de 3 donantes. El anallsis de células
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vivas y apoptôticas en los cultivos se abordé por citometria de flujo mediante tinciôn 
combinada con Anexina-V-FITC y 7-AAD, considerando la poblaclôn de células vivas como 
Anexlna-V /7-AAD y la de apoptôticas como Anexlna-VV7-AAD‘.
Muestra Edad Sexo Riesgo
Hb
(g/dL)
Recuento
leucocitario
(x io V l)
CD38
(IMF)
ZAP-70
(IMF)
EFNA4
(IMF)
B-LiC-SP-1 71 F lA 13,8 245,60 14,98 8,82 20,15
B-LLC-SP-2 88 F 4C 11,3 134,10 7,91 9,58 10,46
B-UC-SP-3 95 M ND 9,6 100,60 12,29 12,19 17,76
B-LLC-SP-4 87 F 4C 8,2 318,9 10,27 11,34 24,56
B-LLC-SP-5 84 F ND 8,5 42,30 16,70 12,87 27,88
B-LLC-SP-6 63 M ND 13,1 26,80 14,31 10,46 36,21
B-UC-SP-7 71 M ND 12,5 107,2 13,8 7,88 36,42
B-LLC SP 8 81 M 28 14,8 44,70 13,23 10,09 22,78
B-LLC-SP-9 90 F lA 12,1 33,60 14,09 6,37 20,46
B-LLC-SP-10 77 M ND 11,9 95,70 10,94 7,05 10,4
B-LLC-SP-11 73 M ND 15,1 14,8 10,55 6,38 8,56
B-LLC-SP-12 82 F ND 8,0 37,3 8,43 5,72 6,47
Tabla 11. Caracteristicas clinicas de los paclentes LLC evaluados en el ensayo de viabilidad.
Los paramétras CD38, ZAP-70 y EFNA4 fueron analizadas mediante citometria de flujo. Los 
datos clinicas, edad, sexo, riesgo, presencia de linfoadenopatias, hemoglobina (Hb), recuento 
leucocitario y citogenética fueron faciiitados por el hospital de procedencia de las muestras. 
M: Masculino, F: Femenino, ND: No Disponible, NR, No Realizado, IMF: Intensidad Media de 
Fluorescencia.
En estas condiciones, se observô que a 12 horas de cultivo, todas las muestras B-LLC 
ya presentaban una calda significativa en la supervivencla en relaciôn al Iniclo de los mismos. 
Estas caidas de supervivencla resultaron, sin embargo, muy heterogéneas para las distintas B- 
LLC analizadas {Figura 37), encontrandose desde un 1,47% hasta un 67,78% de células vIvas 
tras las 12 horas de cultivo, con una media de supervivencla del 29,83%, mientras que las B 
sanas mostraron un porcentaje de células vivas en el rango de 48,82% a 81,59%; y una media 
de supervivencla significativamente mas alta, 65,09%. Atendiendo a las caracteristicas clinicas 
y moleculares de las muestras examinadas {Tabla 11), no se observaron asoclaclones con las 
supervivenclas encontradas.
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100 ^  Figura 37. Supervivencla de células B, sanas y
Ac  A LLC, tras 12 horas de cultivo. 2,5 x 10 células
fueron a h ad id as a cada pocillo. Tras 12 horas de
^  cultivo, las células fueron recuperadas de los
^  1 0  _________________________________  mismos con PBS-EDTA. Para determinar la
"O proporciôn de células vivas de cada muestra
s' cultivada, las suspensiones celulares se tiheronc
5 con Anexina-V-PE y 7-AAD, considerando la
(X j  poblaclôn viva como la Anexina-V/7-AAD. Los
ensayos se realizaron con 3 muestras sanas B-SP y 
^ ^ 12 muestras B-LLC, por triplicado.
3.2.- Estudio de la supervivencla de células B-LLC en co-cultivo con endotelio
El papel que las células endoteliales, alsladas o formando parte del sistema vascular, 
podrian jugar en la supervivencla de las B-LLC habia sido sugerido en estudios previos, bien a 
través de la utilizaclôn, principalmente, de lineas celulares endoteliales (Long y cols., 1 995 ) 
(M o re n o  y cols., 2 0 0 1 )  bien a través de evidencias indirectas (Zucchetto y cols., 2 0 0 9 ), aunque 
el papel del endotelio en LLC no quedaba del todo clarificado, existiendo controversies en 
relaciôn a la importancia del contacto dlrecto entre ambos tipos celulares (M o re n o  y cols., 
2 0 0 1 ). A pesar de estas controversies, la interacciôn VLA-4/VCAM-1 en el contacto B-LLC- 
endotello, se postula hoy como el principal mecanismo de rescate de apoptosis de B-LLC 
(Buggins y cols., 2 0 1 0 ), aunque este papel no ha sido concluyentemente demostrado con 
cultivos primarios de células endoteliales. Ademas, como los proplos autores apuntaban, el 
rescate de apoptosis de las B-LLC era mas évidente tras varlos dias de co-cultivo sugirlendo, 
por tanto, que el efecto de la mayor supervivencla podria deberse a la acumulaciôn de 
determinados factores solubles, como ya otros autores habian sugerido previamente, tras la 
utilizaclôn de otra linea celular (M o re n o  y cols., 2 0 0 1 ).
En base a nuestro estudio prellminar, donde determinâbamos un descenso 
significative de la supervivencla de las B-LLC tras 12 horas cultivadas solas, decidimos anallzar 
si el co-cultivo con células endoteliales primaries, HUVEC, podria ser suficlente para Inducir la 
supervivencla de B-LLC en ese mismo Intervalo de tiempo, a la par que evaluabamos el papel 
de la Interacciôn EphA2-EFNA4 en este sistema.
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Para ello, células B-LLC-SP y B-SP se co-cultivaron con monocapas de HUVEC pre- 
estimuladas, o no, con la citocina inflamatoria TNF-a (Figura 38), considerando que en las 
pre-estimuladas se produce un fuerte incrementô en la expresiôn de ICAM-1 y VCAM-1, lo 
que constituye un modelo clâsico de adhesiôn a endotelio (Cinamon y cois., 2004), junto con 
un incrementô de EphA2 como nosotros habiamos demostrado y en consonancia con otros 
autores (Pandey y cols., 1995).
En estas condiciones de co-cultivo, y contrariamente a lo esperado en base a los 
resultados anteriormente publicados, no sôlo no se observô un incrementô significativo de la 
supervivencla en ninguna de las poblaclones B analizadas, LLC o sanas, sino que se observô 
una caida en la proporciôn de células vivas, acompanada de un Incrementô significativo en la 
de células apoptôticas, en condiciones pro-Inflamatorlas pero no en basales {Figura 38).
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Figura 38. Células endoteliales HUVEC estimuladas con TNF-a inducen apoptosis de células B, sanas 
(B-SP) o B-LLC-SP. Monocapas de células HUVEC fueron estimuladas, o no, con TNF-a (10 ng/m i) 
durante toda la noche, retiràndose el estimulo al menos 2 horas antes de ahadir 2 ,5 x l(f  linfocitos B, 
sanos o LLC, al cultivo. Los co-cultivos se mantuvieron 12 horas, tras lo cual la totalidad de las células se 
recuperaba mediante diversos lavados con PBS-EDTA. La supervivencla se determinô mediante 
citometria de flujo con tinciones para CD19-FITC, Anexina-V-PE y 7-AAD, discriminando la poblaclôn 
viva y apoptôtica en la poblaclôn acotada La significaciôn estadistica de la diferencia de médias
se realizô mediante el estadistica T-Student para muestras pareadas, suponiendo dos colas de 
distribuciôn (*p<0,05; **p<0,01; y ***p<0,005). En la gràfica se muestran los resultados individuales 
obtenidos para las muestras B-LLC-SP-1, B-LLC-SP-3, B-LLC-SP-4 y B-LLC-SP-7 y el promedio de 3 
muestras en el caso de B sanos. Los expérimentas se realizaron por triplicado.
Con el fin de determinar si las condiciones de cultivo y/o las muestras analizadas 
podrian ser las responsables de este resultado aparentemente contradictorlo con las 
evidencias existentes, repetimos los ensayos con la llnea endotellal EA.hy926, la cual habia
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sido previamente utilizada en este tipo de ensayos (Long y cols., 1995). De acuerdo con lo 
reportado en estos estudios, el co-cultivo de las B-LLC con la linea endotellal, tanto en 
condiciones pro-Inflamatorlas como basales, resultaba en un Incrementô de la supervivencla 
de las células B (Figura 39 A).
Apoptôticas ■ Vivas
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Figura 39. La Ifnea celular endotellal EA.hy926 induce supervivencla de B-LLC. A) Células EA.hy926 
cultivadas en confluencia fueron estimuladas o no, con TNF-a (10 ng/mL), siendo retirada al menos 2 horas 
antes del co-cultivo con 2,5xlCF linfocitos B durante 12 horas. La totalidad de las células se récupéra en 
PBS-EDTA. B) Se analizô si el contacto con la llnea endotellal, vivas y fijadas, provocaba variaciôn en 
términos de supervivencla en B-LLC-SP. Tras alcanzar confluencia, la linea endotellal fue estimulada con 
TNF-a (10 ng/mL). Tras ser retirada, la mitad de estos pocillos se fijô con paraformaldehido al 4% (Cellfix) y 
tras diversos lavados con PBS y media de cultivo se ahadieron 2,5x10^ linfocitos B-LLC, que se cultivaron o 
co-cultivaron in vitro durante toda la noche. Mediante PBS-EDTA se recogiô la totalidad de la muestra. En 
ambos casos. A) y B), se realizaron marcajes con CD19-FITC, Anexina-V-PE y 7-AAD, para su posterior 
anâlisis mediante citometria de flujo. Todos los supuestos se realizaron por triplicado. La comparaciôn de 
médias entre grupos se realizô mediante el estadistica T-Student, suponiendo dos colas de distribuciôn 
(*p<0,05; **p<0,01; y ***p<0,005). La barra horizontal del apartado B) hace referenda a la diferencia 
significativa entre el co-cultivo con EA.hy926 vivas y fijadas, siendo aplicable tanto al porcentaje de células 
vivas como al de apoptôticas. Estos ensayos se realizaron con las muestras B-LLC-SP-7, B-LLC-SP-8 y B-LLC- 
SP-9, mostràndose los datos correspondientes a la primera, como ejemplo representativo.
Con el fin de determinar si el efecto diferenclal entre ambos tlpos celulares podia 
relaclonarse con los contactos célula B-endotello y/o con la llberaclôn de factores solubles, se 
realizaron co-cultivos con las células endoteliales, primaries o linea, fijadas en 
paraformaldehido al 4% (Figura 39 B y Figura 40), excluyéndose asi la posible llberaclôn de 
factores solubles por parte de las endoteliales. En ambos casos, HUVEC y EA.hy926, los co-
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cultivos con endoteliales fijadas registraron un descenso significativo en la supervivencla de 
las B-LLC en relaciôn al co-cultivo con endotellos vivos [Figura 39 By Figura 40).
B-LLC-SP
Apoptôticas ■ Vivas
*î*
B-SP +HV +HF -1 +HV +HF -3 +HV +HF -4 +HV +HF -7 +HV +HF
Figura 40. La supervivencia de células B, sanas o LLC, es mayor en co-cultivo con HUVEC vivas.
Monocapas de HUVEC se estimularon con TNF-a (10 ng/m i), la cual fue retirada al menos 2 horas 
antes del ensayo. La mitad de los pocillos de HUVEC se fijô con paraformaldehido al 4% (Cellfix) y se 
lavaron con PBS y medio de cultivo para eliminar cualquier traza del mismo. 2,5x10^ linfocitos B se 
cultivaron o co-cultivaron in vitro durante 12 horas con HUVEC vivas (HV) o fijadas (HF). La totalidad 
de las células se recuperô con PBS-EDTA. El anàlisis de supervivencia se determinô mediante citometria 
de flujo tihendo las células con CD19-FITC, Anexina-V-PE y 7-AAD discriminàndose la poblaclôn viva y 
apoptôtica. Todos los supuestos se realizaron por triplicado. La significaciôn estadistica de la diferencia 
ente médias se realizô mediante el estadistica T-Student, para muestras pareadas, suponiendo dos 
colas de distribuciôn (*p<0,05; **p<0,01; y ***p<0,005). La barra horizontal hace referenda a la 
diferencia significativa entre el co-cultivo con HUVEC vivas y fijadas, siendo aplicable tanto al 
porcentaje de células vivas como al de apoptôticas. En el gràfica se muestran los resultados de cada 
una de las muestras LLC analizadas (B-LLC-SP-1, B-LLC-SP-3, B-LLC-SP-4 y B-LLC-SP-7) y el promedio 
obtenido para 3 muestras procedentes de donantes sanos, B-SP.
Estos resultados parecian evidenclar que el mero contacto de las células B, LLC o 
sanas, con células endoteliales modificaba, al menos a corto plazo, su supervivencla, 
disminuyéndola en el caso de células endoteliales primaries (HUVEC) y aumentandola en el 
caso de la linea EA.hy926, lo que suglere que presumiblemente las llneas endoteliales 
comunmente utillzadas no representen flelmente la condiclôn de las células primaries de las 
que derivan. Ademas, en ambos casos, la ellminaclôn de la actividad de las células 
endoteliales reducia los cambios en la supervivencla/muerte de las células B, sugirlendo 
clerto papel de factores solubles en el proceso.
Estos resultados evidenclaban que la caida de la supervivencla en los co-cultivos de 
células B con la linea primarla HUVEC seguia aparentemente un patrôn similar en las células
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leucémicas y en los linfocitos B sanos {Figuras 38 y 40). Asi, el contacto con el endotelio 
provocaba una reducciôn en la supervivencia de las células leucémicas B-LLC del 0,84 con el 
endotelio vivo y del 0,42 con el fijado, muy similares al observado en las células B sanas, de 
0,80 y 0,38, respectivamente. Sin embargo, al anallzar el comportamiento de las muestras de 
manera individualizada, observâmes que si bien el co-cultivo con el endotelio vivo provocaba 
efectos similares en la supervivencia de las B-LLC entre todas ellas respecto a las células B 
sanas, el co-cultivo con el endotelio fijado parece producir dos efectos radicalmente distintos. 
En el caso de las muestras 3 y 7 la caida de supervivencia era menor que el de las B sanas y en 
el de las muestras 1 y 4 mayor {Figura 41). Estos dos grupos, sin embargo, no correlacionaron 
con las capacidades de supervivencia anteriormente observadas, como a priori se podria 
pensar.
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Figura 41 Supervivencia de células B, sanas y leucémicas, co-cultivadas con 
células endoteliales HUVEC, vivas o fijadas, relativizada al cultivo salas. Los
resultados de los experimentos mostrados en la Figura 40 fueron normalizados a 
la supervivencia de cada muestra en ausencia de endotelio.
Para intentar explicar mas estos resultados y dada la importancia de los contactos 
célula B-endotelio en la supervivencia de las primeras, decidimos evaluar mediante citometria 
de flujo la expresiôn de las integrinas LFA-1 y VLA-4 en las B-LLC {Tabla 12), puesto que las 
interacclones ICAM-l/LFA-1 y VCAM-l/VLA-4 suponen dos de las vias mas importante en la 
comunicaciôn linfocito-endotelio y por su posible importancia en la enfermedad que otros 
autores han sehalado (Jewell y Yong, 1997). Al comparar los niveles de expresiôn obtenidos 
para estas integrinas en B-LLC y en B-SP {Tabla 12), observâmes que las muestras B-LLC
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tienen muy reducida la expresiôn de C D lla  y de CD49d, es decir, de las subunidades aL y a4, 
respectivamente. De la misma manera analizamos comparativamente la expresiôn de la 
subunidades (3, (32 y p i, respectivamente. La subunidad p2 de la integrina LFA-1, ô CD18, 
parecia expresarse diferencialmente en las muestras B-LLC, de manera que mientras que en 
dos de ellas los niveles encontrados son similares a los encontrados para las muestras sanas, 
en las otras muestras B-LLC los niveles de expresiôn estaban reducidos. Por ultimo, la 
expresiôn de la subunidad p i de la integrina VLA-4, ô CD29, parece estar aumentada, en 
relaciôn a la encontrada en linfocitos B sanos, en très de las cuatro muestras evaluadas.
Muestra CDlla(IMF)
CD18
(IMF)
CD49d
(IMF)
CD29
(IMF)
B-SP-1 390,47 65,53 299,93 24,03
B-SP-2 557,31 56,77 245,31 23,08
B-UC-SP-1 13,32 67,84 8,97 55,24
B-LLC-SP-3 17,46 30,44 55,04 87,32
B-UC-SP-4 13,58 45,74 11,74 40,27
B-LLC-SP-7 16,08 11,01 13,06 18,43
Tabla 12. Expresiôn de integrinas en B- 
LLC. Se determinô la expresiôn de las 
integrinas C D lla , CD 18, CD29 y CD49d 
mediante citometria de flujo en las 
muestras B-LLC-SP con las que se realizô 
este estudio y en 2 muestras procedentes 
de donantes sanos. IMF (Intensidad Media 
de Fluorescencia).
Al relacionar la intensidad de la muerte en células B-LLC provocada por el endotelio 
fijado, con la expresiôn de las distintas integrinas, encontrabamos una alta correlaciôn 
inversamente proporcional (r=-0,91) entre la expresiôn de CD18 y el efecto pro-apoptôtico 
producido por el endotelio fijado; de manera que, las muestras B-LLC que tienen unos niveles 
de expresiôn similares o solo ligeramente menores que los de las células B-SP, sufrian una 
fuerte reducciôn en su supervivencia; mientras que las muestras B-LLC con menor expresiôn 
de CD18, en comparaciôn con la encontrada en B-SP, sufrieron una reducciôn de su 
supervivencia mucho menor. Estos resultados parecian poner de maniflesto de nuevo, que la 
interacciôn de las células B, sanas y leucémicas, con el endotelio provoca un aumento en la 
apoptosis de las primeras de manera proporcional a la intensidad de su interacciôn.
3.3.- Papel de la interacciôn EphA2-EFNA4 en la apoptosis de B-LLC co-cultivadas con HUVEC
A continuaciôn, analizamos si la interacciôn EphA2-EFNA4 podria estar también 
implicada en el efecto pro-apoptôtico mediado por HUVEC, como vimos que ocurria en el
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caso de la TEM. Para contrastar esta hipôtesis, introdujimos en los co-cultivos las proteinas 
recombinantes EphA2-Fc o EFNA4-Fc, de forma similar a los ensayos de TEM anteriormente 
descritos, es decir, pre-incubando las células B, LLC y sanas, o las HUVEC, respectivamente, 
por separado y antes del co-cultivo correspondiente y, de esta manera, comprobar si la 
ausencia de esta interacciôn explicaba, en todo o parcialmente el fenômeno observado 
{Figuras 42 y 43).
El tratamiento de la monocapa de HUVEC vivas con EFNA4-Fc, previo al co-cultivo, 
resultaba en un incrementô significativo en la proporciôn de células B apoptôticas, tanto 
sanas como B-LLC {Figura 42 A), en comparaciôn con los cultivos control, tratados con h-Fc, 
sugirlendo que la interacciôn EphA2-EFNA4 podria jugar un papel déterminante en este 
proceso, al igual que lo observado en los ensayos de TEM.
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Figura 42. El tratamiento con EFNA4-Fc 
al endotelio provoca una mayor 
apoptosis cuando las células B se co- 
cultivan con HUVEC fijadas. Monocapas 
de HUVEC estimuladas con TNF-a se 
incuba ran can EFNA4-Fc o h-Fc. Previo a 
la adiciôn de las células B al co-cultivo, 
la mitad de los cultivos de HUVEC se 
mantuvieron vivos (HV) (A) o se fijaron 
con PF 4% (HF) (B). El co-cultivo se 
mantuvo 12 horas y se evaluô la 
supervivencia mediante citometria de 
flujo como en apartados anteriores. 
Todos los supuestos se realizaron por 
triplicado. La significaciôn estadistica de 
la diferencia entre médias se determinô 
mediante el test estadistica T-student 
para muestras pareadas (*p<0,05; 
**p<0,01; y 0,005). ***p<0,005). Los 
resultados corresponden a cada una de 
las muestras B-LLC (B-LLC-SP-1, B-LLC- 
SP-3, B-LLC-SP-4 y B-LLC-SP-7) o el 
promedio de 3 muestras en el caso de B 
sanas. El efecto del tratamiento relativo 
al contrai h-Fc, se indica sobre cada uno 
de ellos.
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Basandonos en nuestros propios resultados, donde demostrabamos que el 
tratamiento de EFNA4-Fc sobre HUVEC incrementaba la adhesion y transmigraciôn de las 
células B, decidimos realizar estos experimentos con la monocapa de HUVEC fijada (Figura 42 
B), tras el tratamiento con EFNA4-Fc, evitando asi el posible efecto de la transmigraciôn en el 
efecto observado, a parte naturalmente de bloquear, como antes comentâbamos, la 
producciôn de factores solubles. En estas condiciones de cultivo, la baja supervivencia de las 
células B observada previamente con HUVEC fijadas, no mostraba diferencias significativas 
entre la condiclôn control y el tratamiento con la EFNA4-Fc (Figura 42 B). Consiguientemente, 
la sehalizaciôn/ofword hacia el endotelio, parecia jugar un papel importante en el fenômeno 
pro-apoptôtico, aunque no parecia ser la ünica responsable del fenômeno. Ademas, estos 
resultados indicaban que la sehalizaciôn reverse, presumiblemente a través de EFNA4 en las 
células B, no era, o al menos no por si sola, la causante de la muerte observada tras su 
contacto con el endotelio.
Para comprobar este ultimo extreme, realizamos co-cultivos en los que las células B 
fueron pre-tratadas con EphA2-Fc (Figura 43). En estas condiciones, en las que era posible 
descartar la sehalizaciôn/orivcrrc/ hacia el endotelio, pero no la reverse hacia las células B-LLC, 
pudimos observar que con HUVEC vivas se mantenia el efecto pro-apoptôtico de los 
endotellos (Figura 43 A), sin que el tratamiento lo aumentara o disminuyera 
significativamente. Sin embargo, cuando se utilizaban HUVEC fijadas (Figura 43 B) se observô, 
en algunas de las muestras B-LLC (-3, -4 y -7), un incrementô significativo en las células vivas, 
junto con una disminuciôn proporcional de las apoptôticas, en relaciôn con la ausencia del 
tratamiento. El analisis de los efectos provocados por el tratamiento con EphA2-Fc sobre las 
muestras B-LLC, puso de maniflesto que la intensidad de los efectos observados era mayor en 
las muestras que presentaban una mayor expresiôn de EFNA4 (Tabla 11) y en las muestras 
que presentaban una mayor supervivencia espontanea, de entre las analizadas en este 
apartado (Figura 37).
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Figura 43. El tratamiento con EphAZFc a 
células B provoca una mayor 
supervivencia en B-LLC co-cultivan con 
HUVEC fijadas. Monocapas de HUVEC 
estimuladas con TNF-a se incubaron con 
EFNA4-FC o h-Fc. Previo a la adiciôn de las 
células B al co-cultivo, la mitad de los 
cultivos de HUVEC se mantuvieron vivos 
(HV) (A) o se fijaron con PF 4% (HF) (B). El 
co-cultivo se mantuvo 12 horas y se 
evaluô la supervivencia mediante 
citometria de flujo como en apartados 
anteriores. La significaciôn estadistica de 
la diferencia entre médias se determinô 
mediante el test estadistica T-student 
para muestras pareadas (*p<0,05; 
**p<0,01; y ***p<0,005). Todas los 
supuestos se realizaron por triplicado. Los 
resultados corresponden a cada una de 
las muestras B-LLC (B-LLC-SP-1, B-LLC-SP- 
3, B-LLC-SP-4 y B-LLC-SP-7) o el promedio 
de 3 muestras en el caso de B sanas. El 
efecto del tratamiento relativo al contrai 
h-Fc, se indica sobre cada uno de ellos.
Una conclusion que podia extraerse de estos experimentos era, por tanto, que la 
interacciôn EphA2-EFNA4, si bien no explicaba por si misma todo el fenômeno apoptôtico de 
los endotellos sobre las células B, parecia mediar también en él; presumiblemente, como 
indicaban nuestros resultados previos de TEM, a través de mediar en la adhesiôn linfocito- 
endotelio y, por tanto, a través de otras moléculas implicadas en este proceso.
3.4.- Papel de ICAM-l, VCAM-1 y EphA2 en la apoptosis de B-LLC mediada por contactos con 
endotelio
En la misma linea de estos anteriores resultados y dado el papel jugado por las 
moléculas de adhesiôn (CAM) ICAM-1 y VCAM-1 en la TEM de las células B-LLC, analizamos su 
posible implicaciôn en el fenômeno pro-apoptôtico observado. De hecho, los efectos pro- 
apoptosis mas significativos se producian tras el tratamiento con TNF-a (Figura 38), cuando la 
expresiôn de estas moléculas aumentaba en HUVEC. Basandonos en estas evidencias junto 
con la aparente relaciôn observada entre la expresiôn de las integrinas en las B-LLC y la
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capacidad de inducir muerte por parte de! endotelio, quisimos determinar si la adiciôn de 
formas recombinantes de estas moléculas (rh-ICAM-1 y rh-VCAM-1) afectaban a la 
supervivencia de las B-LLC en los co-cultivos con HUVEC vivas {Figura 44), asumiendo que 
dichas formas recombinantes debian bloquear las interacclones célula B-endotelio a través de 
ICAM-1 y VCAM-1.
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Figura 44. La adiciôn de formas solubles recombinantes de ICAM-1 ô VCAM-1 a co-cultivos 
de células B-LLC con HUVEC vivas récupéra parcialmente su supervivencia. Células B, sanas 
o leucémicas, se co-cultivaron durante 12 horas con monocapas de HUVEC vivas pre- 
estimuladas con TNF-a, en presencia o ausencia (CTROL) de 0,1 pg/pocillo de rh-ICAM-1 o 
rh-VCAM-1. La supervivencia se evaluô por citometria de flujo tras tinciôn con CD19-FITC, 
Anexina-V-PE y 7-AAD. La proporciôn de células CDIS"  ^ vivas recuperadas en los 
tratamientos se reiativizô a su control. Los datos corresponden a las muestras B-LLC 
individuaiizadas (B-LLC-SP-1, -3, -4 y -7) y el promedio obtenido para las 3 muestras B sanas, 
B-SP. CTROL: co-cultivo en ausencia de rh-CAM. Todos los supuestos se realizaron por 
triplicado.
Como se muestra en la Figura 44, la presencia de una u otra proteina, producia en los 
co-cultivos un incrementô significativo en la supervivencia de las B-LLC en relaciôn a co- 
cultivos sin tratamiento, siendo mas notoria la producida por la adiciôn de rh-VCAM-1. Este 
efecto, mediado a través de las interacclones de ICAM-1 ô VCAM-1, parecia ser caracteristico 
de las B-LLC, puesto que no fue observado en las B sanas {Figura 44).
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Puesto que los ensayos anteriores habian sido realizados con HUVEC vivas y puesto 
que ICAM-1 y VCAM-1 suelen asociarse fisica y funcionalmente durante la TEM de linfocitos, 
cabia la posibilidad de que algo similar, a modo de intercomunicaciôn entre ellas, tuviera 
lugar de cara al proceso de apoptosis estudiado por lo que procedimos a anallzar nuevamente 
el efecto de la adiciôn de estas moléculas en los co-cultivos pero esta vez sobre HUVEC fijadas 
{Figura 45) en las que, lôgicamente el posible papel de ICAM-1 o VCAM-1 sobre la 
supervivencia de las B-LLC, sôlo podia ser atribuible a la sehalizaciôn via integrinas expresadas 
sobre las B-LLC. En estas condiciones, el efecto de la adiciôn de formas solubles de rh-ICAM-1 
o rh-VCAM-1, sorprendentemente, desaparecia practicamente en la totalidad de las muestras 
LLC analizadas, llegando incluso a traducirse en un descenso aün mayor de la supervivencia 
de las células leucémicas, aunque no significativo {Figura 45), a excepciôn de una muestra, la 
B-LLC-SP-1 en la que si se observaba una supervivencia significativamente mayor, de modo 
similar a la condiclôn con HUVEC vivas.
Tratamiento con rh-CAM en co-cultivos con HF
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B-LLC-SP-1 B-LLC-SP-3 B-LLC-SP-4 B-LLC-SP-7
Figura 45. La adiciôn de formas solubles recombinantes de ICAM-1 ô VCAM-1 a co-cultivos 
de células B-LLC con HUVEC fijadas revierte el efecto observado en su supervivencia con 
HUVEC vivas. Células B, sanas o leucémicas, se co-cultivaron durante 12 horas con 
monocapas de HUVEC pre-estimuladas con TNF-a y fijadas, en presencia o ausencia (CTROL) 
de 0,1 pg/pocillo de rh-ICAM-1 o rh-VCAM-1. La supervivencla se evaluô por citometria de 
flujo tras tinciôn con CD19-FITC, Anexina-V-PE y 7-AAD. La proporciôn de células CD19^ vivas 
recuperadas en los tratamientos se reiativizô a su contrai. Los datos corresponden a las 
muestras B-LLC individuaiizadas (B-LLC-SP-1, -3, -4 y -7) y el promedio obtenido para las 3 
muestras B sanas, B-SP. CTROL: co-cultivo en ausencia de rh-CAM. Todos los supuestos se 
realizaron por triplicado.
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En relaciôn con los efectos observados, el aparente papel de ICAM-1 y VCAM-1, 
decidimos analizar si los niveles de expresiôn de las integrinas descritos anteriormente sobre 
las células frescas {Tabla 12) podian estar relacionados con los efectos observados tras la 
adiciôn de las protemas de adhesiôn recombinantes, rh-ICAM-1 o rh-VCAM-1, sobre la 
apoptosis B-LLC. En este sentido, se observô asociaciôn positiva entre los niveles de expresiôn 
de CD29 (no asi con C D lla , CD18 ô CD49d) y el efecto revertido de apoptosis en los cultivos 
tratados con rh-VCAM-1 {r=0,855), sugiriendo que la senal a través de VCAM-1 podria ser 
responsable, al menos parcialmente, del efecto pro-apoptôtico de HUVEC sobre las B-LLC.
dCômo relacionar este papel de ICAM-l/LFA-1 y VCAM-l/VLA-4 en la supervivencia de 
las células B-LLC tras interaccionar con el endotelio con el jugado por EFNA4-EphA2, descrito 
anteriormente, dado que dichas moléculas de adhesiôn, especialmente ICAM-1, se asocian 
con EphA2 y el tratamiento con EphA2-Fc sôlo afectaba la supervivencia de las células 
leucémicas cuando HUVEC estaban fijadas y, principalmente, a aquellas muestras con una 
fuerte expresiôn de EFNA4? Una posibilidad podia ser que EphA2/EFNA4 regulara la adhesiôn 
entre ambos tipos celulares, como habiamos observado en la TEM, modulando las 
interacclones ICAM-l/VCAM-1 con sus ligandos, LFA-1/ VLA-4, respectivamente, en las B-LLC. 
Para comprobar esta hipôtesis, se realizaron co-cultivos en tratamientos mixtos, células B 
tratadas con EphA2-Fc en presencia de rh-ICAM-1 ô rh-VCAM-1 {Figura 46). De esta manera, 
la interacciôn EphA2-EFNA4 quedaba interrumpida, lo que impedia la sehalizaciôn/orw/ord via 
EphA2 al endotelio y, por tanto, su posible efecto sobre ICAM-1 ô VCAM-1, mientras que, al 
menos en B-LLC, la sehalizaciôn reverse via EFNA4 debia traducirse en una menor adhesiôn a 
ICAM-1 y VCAM-1, como habiamos observado en nuestros experimentos de adhesiôn previos 
{Figura 33).
En la condiclôn de células HUVEC vivas {Figura 46), el tratamiento combinado de rh- 
ICAM-1 y EphA2-Fc incrementaba aün mas la supervivencia de las B-LLC que el tratamiento 
con rh-ICAM-1 solo previamente observado {Figura 44). Por el contrario, el tratamiento 
combinado de rh-VCAM-1 y EphA2-Fc revertia el efecto del tratamiento con VCAM-1 solo 
{Figura 44), resultando en un descenso de la supervivencia en relaciôn a este tratamiento.
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Por tanto, estos resultados ponian de maniflesto un papel activo de la sehalizaciôn 
reverse, presumiblemente a través de EFNA4, en el efecto pro-apoptôtico del contacto B- 
LLC/endotelio, mediado por las interacclones a través de ICAM-l y VCAM-1, 
presumiblemente a través de sus correspondientes ligandos LFA-1 y VLA-4, respectivamente, 
expresados por las B-LLC. Ademas, ponian de maniflesto que debia existir un balance de 
sehales entre ICAM-1 y VCAM-1, en relaciôn con supervivencia, manifestandose cuando
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existe una sehalizaciôn reverse, presumiblemente a través de EFNA4 por la propia agregaciôn 
de esta molécula a través de EphA2-Fc y/o en ausencia de sehalizaciôn forward en el 
endotelio.
Consiguientemente, estos resultados sugenan, como planteabamos anteriormente, 
que las sehales de supervivencia promovidas por ICAM-1 y VCAM-1 se cruzan en la célula 
endotellal, como en su conocida colaboraciôn en TEM, y/o en la célula B que las recibe a 
través de integrinas, compensandose mutuamente y modulando las sehales pro-apoptôticas 
en las B-LLC, actuando la interacciôn EphA2-EFNA4 como moduladora de estas sehales.
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La présente Tesis doctoral describe por primera vez la expresiôn (Alonso y cols., 2009) 
y funciôn (Trinidad y cols., 2009) de Eph/EFN en relaciôn con la cimica de un cancer linfoide, la 
leucemia linfâtica crônica (LLC), describiéndose en relaciôn con tal expresiôn, un nuevo 
mecanismo molecular en la migraciôn transendotelial o diapédesis de linfocitos B mediado 
por estas moléculas (Trinidad y cols., 2009). Queremos destacar que, ademas, nuestro trabajo 
introduce una nueva visiôn de ciertos aspectos de la biologia de esta enfermedad. 
Concretamente, demostramos por primera vez que las células B-LLC presentan una menor 
capacidad de migraciôn transendotelial (TEM) que las células B sanas (Trinidad y cols., 2009) y 
que las células B-LLC evaden la posible capacidad de los endotellos para inducir apoptosis 
bajo ciertas condiciones. Por otra parte, se describe un nuevo mecanismo molecular 
implicado en la TEM de linfocitos mediado por las interacclones EphA2-EFNA4 (Trinidad y 
cols., 2009; Trinidad y cols., 2010), que considérâmes abre un nuevo campo tanto en lo que 
respecta al trafico linfocitario como en las funciones de esta familia de moléculas. 
Finalmente, pensâmes, y esperamos que este conjunto de datos resuite util en la cimica de 
esta enfermedad, tanto por la potencialidad de Eph/EFN, como nuevos marcadores de 
pronôstico (Alonso y cols., 2009) como por su relevancia para el desarrollo de nuevas dianas 
terapéuticas (Trinidad y cols., 2009).
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Patron de expresiôn de Eph/EFN en células B-LLC y en células B sanos
A la vista de! aumento de! numéro de pubiicaciones que apuntaban una expresiôn 
diferencial de algunas Eph/EFN en canceres humanos y Imeas tumorales (Hafner y cols., 2003; 
Brantley-Sieders y cols., 2004; Wimmer-Kleikamp y Lackmann, 2005) y su évidente papel en la 
fisiologia del sistema inmune (Luo y cols., 2001; Luo y cols., 2002; Munoz y cols., 2002; Sharfe 
y cols., 2002; Yu y cols., 2003; Luo y cols., 2004; Munthe y cols., 2004; Munoz y cols., 2006), 
aconsejaban evaluar su importancia en un smdrome linfoproliferativo crônico (SPLC) que, 
como la LLC, atraviesa distintas etapas cimicas durante la evoluciôn de la enfermedad, con un 
pronôstico distinto en cada caso, lo que incrementa el interés por encontrar mas y mejores 
marcadores de los comünmente utilizados (D'Arena y cols., 2003; Rassenti y cols., 2004; 
Moreno y Montserrat, 2008). Trabajos previos a este habian detectado algunas de estas 
moléculas, concretamente EphA3, EphB4 y EFNB2, en Imeas celulares pro-B (Steube y cols., 
1999) y pre-B (Leucemia Linfatica Aguda, LIA) (Boyd y cols., 1992), pero no existia un abordaje 
directo en relaciôn con la cimica de los canceres linfoides. Por ello, nuestro primer objetivo 
fue elaborar un perfil de la expresiôn de estas moléculas en la B-LLC y de establecer las 
posibles correlaciones entre el perfil obtenido y los parametros cimicos de la enfermedad, en 
comparaciôn con los obtenidos en células B sanas, comparaciôn que otros autores habian 
realizado anteriormente con otras moléculas (Klein y cols., 2001; Rosenwald y cols., 2001; 
Damie y cols., 2002; Huttmann y cols., 2006), evaluando asi si las células B-LLC podnan servir, 
ademas, como herramienta de aproximaciôn al estudio de la biologia de las células B en 
relaciôn con Eph/EFN.
Este analisis revelô la ausencia de algunas Eph/EFN como EphA7, EFNA2, EFNA5, 
EFNBl y EFNB3, en todos los tipos celulares B analizados, sanos y leucémicos, ni siquiera tras 
ninguna de las estimulaciones realizadas a los primeros. Si bien no podemos descartar la 
existencia de nuevas formas de splicing alternative que pudieran no ser amplificadas por los 
cebadores disehados en ese momento, si podemos asegurar que estos cebadores amplifican 
todos los productos de RT-PCR para los que fueron disehados, usando para esto muestras 
control (datos no mostrados), pudiéndose descartar, por tanto, su expresiôn en las muestras 
tanto B-LLC como B sanos, estudiadas. Por otra parte, nuestros resultados, como otros 
autores ya habian encontrado (Aasheim y cols., 1997), confirman la ausencia de expresiôn de 
EphA7 en linfocitos maduros, limitandose la expresiôn de este receptor a estadios inmaduros.
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asi como la expresiôn constitutive de EphA4, dentro del marco del desarrollo normal de 
linfocitos B, tanto durante la linfopoyésis como en las células maduras (Aasheim y cols., 
1997).
EFNA4 resultô ser la ùnica molécule que se expresa en la totalidad de las muestras 
analizadas, identificândose dos variantes, 1 y 2 consecuencia de splicing alternative de ARNm, 
aqui denominadas isoformas large (L) y corta (S), respectivamente, pero en ningùn caso la 
variante 3 previamente descrita en linfocitos B procedentes de amigdala humane (Aasheim y 
cols., 2000). El analisis de la secuencia peptidica potencial, codificada por la isoforma S, indice 
la ausencia del dominio GPl présente en la isoforma de membrane o L, asi como del dominio 
transmembrana u otros de anclaje a la misma siendo, por tanto, muy probable que esta 
molécule se corresponde con una isoforma soluble de la EFNA4. La cuantificaciôn realizada 
para ambas isoformas mediante Q-RT-PCR, mostrô que la proporciôn entre ambas puede 
varier en B sanas circulantes tras la estimulaciôn, expresando mayoritariamente la isoforma 
de membrane EFNA4-L antes de la estimulaciôn pero EFNA4-S, tras estimulo. En el caso de 
células B de ganglios linfaticos, B-GL, la expresiôn de ambas isoformas es mas similar, como 
sucedia en células B-LLC-SP, en consonance con la hipôtesis de que estas células leucémicas 
corresponden a células activadas (DamIe y cols., 2002; Flultdin y cols., 2003; Ghia y Caligaris- 
Cappio, 2006).
Ademas de la presencia de la EFNA4 en todas las muestras analizadas, también 
destaca la alta expresiôn de EphAlO y EphB6 en B-LLC-SP; lo que de nuevo apoya que la 
mayoria de B-LLC-SP se encuentran en estado activado, al expresarse ambas moléculas en 
todas las B-GL y en células B-SP activados in vitro, tanto a través como independientemente 
de BcR. Ambos receptores tienen en comün la ausencia de determinados aminoacidos 
esenciales, muy conservados, pertenecientes al dominio quinasa, resultando para EphB6, y 
presumiblemente también en el caso de EphAlO, una pseudoquinasa (Pasquale, 2005). 
EphAlO se describiô recientemente en humanos (Aasheim y cols., 2005), y no se conoce ni su 
funciôn, ni su presencia en linfocitos B. EphB6, relacionada con la senalizaciôn celular en 
linfocitos T (Luo y cols., 2001; Luo y cols., 2002; Freywald y cols., 2003; Luo y cols., 2004), 
tampoco habia sido descrita anteriormente. En contraposiciôn a la mayoria de miembros 
detectados, la expresiôn de EphAB no parece cambiar con la activaciôn linfocitaria pero.
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euriosamente, estaba ausente en mas de un 70% de las muestras LLC analizadas, a pesar de 
su expresiôn constitutive en linfocitos B sanos. Nuestros resultados no permiten determiner si 
la expresiôn diferencial de esta molécule en LLC pudiera ester relacionada con una variante 
de la enfermedad.
El perfil de expresiôn de Eph/EFN en las muestras LLC analizadas, tanto provenientes 
de sangre circulante como de las adenopatias, es heterogéneo en su conjunto y podna 
responder a un estado de reciente activaciôn como parecen presenter estas células durante 
la enfermedad, un concepto relativamente reciente (Keating y cols., 2003) que contrasta con 
el concepto clasico aceptado con anterioridad, que las considéraba como células inertes e 
inmunodeprimidas y fenotipicamente homogéneas (Dameshek, 1967). La estimulaciôn in 
vitro de linfocitos B circulantes de individuos sanos, asi como los linfocitos B obtenidos de 
ganglios reproducian, casi en su totalidad, el espectro de miembros Eph/EFN encontrados en 
la LLC, apoyando esta hipôtesis. Consiguientemente, nuestros resultados ponen de manifiesto 
que la expresiôn de Eph/EFN en linfocitos B esta intimamente relacionada con el estado de 
activaciôn linfocitario en respuesta a la estimulaciôn de BcR por antigeno, o a la estimulaciôn 
inespecifica a través de otros receptores, como aquéllos que unen el LPS. En términos 
générales, ambas vias resultan practicamente en la regulaciôn de los mismas Eph/EFN. Este 
hecho, sugiere un del papel de antigenos en el desarrollo y/o evoluciôn de la LLC como han 
indicado otros autores (D'Arena y cols., 2003; Munk Pedersen y Reed, 2004; Ghia y Caligarls- 
Cappio, 2006; Tobin y cols., 2006; Ghia y cols., 2008) y pone de manifiesto una regulaciôn de 
Eph/EFN en linfocitos en intima relaciôn con la respuesta inmune. Concretamente, el analisis 
de BcR en LLC ha puesto de manifiesto la utilizaciôn preferencial de ciertos segmentes 
génicos VDH Ig (Fais y cols., 1998), la presencia de BcR estereotipados cuyos CDR3 podrian 
reconocer idénticos antigenos asi como la afinidad de estos BcR por ciertos auto-antigenos, 
presumiblemente mimetizados por antigenos bacterianos o viricos (Fais y cols., 1998; 
Chiorazzi y cols., 2005; Herve y cols., 2005; Ghia y Caligaris-Cappio, 2006; Tobin y cols., 2006; 
Ghia y cols., 2008), potenciando la hipôtesis de la infecciôn en el posible origen de la 
enfermedad. También, la presencia de mutaciones somaticas en los genes IgVn del BcR en 
algunos casos, sugiriendo una respuesta antigénica T dependiente, ha sido relacionada con un 
mejor pronôstico, lo que dio lugar a una hipôtesis que considéra la existencia de dos tipos de 
LLC, de acuerdo a su origen y posterior evoluciôn de la enfermedad, parcialmente 
correlacionando con el estado mutacional de genes IgVn (Criel y cols., 1999; Hamblin, 2002;
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D'Arena y cols., 2003; Keating y cols., 2003). Consiguientemente, séria interesante una mejor 
caracterizaciôn molecular de las muestras LLC correlacionando los perfiles de Eph/EFN 
expresados con el estado mutacional de IgVn, algo que actualmente estamos abordando.
Llama la atenciôn, por otro lado, que las B-LLC circulantes respecto de las aisladas de 
adenopatias presentan ciertas caracteristicas ünicas en relaciôn con la expresiôn de Eph/EFN. 
Si bien el numéro de muestras analizado de estas ultimas es demasiado bajo en comparaciôn 
con el de muestras de sangre periférica, nuestros resultados sugieren que las B-LLC 
circulantes podrian haber emigrado recientemente, conservando parte de su perfil Eph/EFN 
adquirido en la adenopatia. No obstante, podrian existir cambios en las B-LLC en el transite 
entre ambas localizaciones, que potencialmente podrian ser, origen o consecuencia del 
mismo. En este sentido, por ejemplo, la expresiôn por citometria de flujo de EFNA4 en B-LLC 
de adenopatias, parecia ser sensiblemente menor que la présente en células circulantes (no 
mostrado), algo que, como discutiremos posteriormente, podria estar relacionado con su 
salida de los tejidos linfoides. Séria necesario un analisis mas amplio de las B-LLC procedentes 
de adenopatias y médula ôsea en comparaciôn con las de sangre periférica de los mismos 
pacientes (estudios en curso), para confirmar esta hipôtesis, pero también, porque es 
comünmente aceptado que es en estas localizaciones donde las B-LLC residen durante su 
desarrollo y donde otros autores han encontrado importantes diferencias en relaciôn a los 
datos obtenidos de sangre periférica (Dick y Maca, 1978; Panayiotidis y cols., 1996; Ghia y 
Caligaris-Cappio, 2000; Munk Pedersen y Reed, 2004).
Puesto que la expresiôn de Eph/EFN en diferentes tipos de tumores humanos ha sido 
relacionada con la carga y la diseminaciôn tumoral (Hafner y cols., 2003; Brantley-Sieders y 
cols., 2004; Wimmer-Kleikamp y Lackmann, 2005) también su perfil de expresiôn en B-LLC 
circulantes podria estar relacionado con parametros de la enfermedad. El analisis de la 
correlaciôn de los perfiles de expresiôn Eph/EFN con las caracteristicas cimicas de los 
pacientes y marcadores aqui considerados, y a falta de otros en curso como el estado 
mutacional de IgVn o los niveles séricos de indicadores de actividad tumoral (LDH, TK y p2- 
MG) o la citogenética, pone de manifiesto que ciertos miembros podrian ser utiles en el 
pronôstico de la enfermedad. Asi, la presencia de EFNAl, EFNA3 ô EphBl se asocia con los 
pacientes que no presentan linfoadenopatias o pertenecen a estadios de bajo riesgo;
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igualmente la presencia de EphAl se asocia con los pacientes que presentan una linfocitosis 
menos severa y una menor expresiôn de ZAP-70; otras, como EphB6 y EFNB2, se asocian con 
pacientes con linfocitosis severa, alto contenido en ZAP-70 y peor evoluciôn. Desconocemos, 
no obstante, cômo es la evoluciôn de estos marcadores en relaciôn con la enfermedad, por lo 
que actualmente estamos realizando un seguimiento de la misma con nuevas valoraciones 
Eph/EFN en los pacientes aqui estudiados.
En el caso particular de EFNA4, los datos obtenidos mediante Q-RT-PCR muestran que 
una mayor cantidad de EFNA4-L se asocia significativamente con los pacientes que no 
presentan linfoadenopatias, se encuentran en estadios de riesgo bajo o se mantienen 
estables. Por el contrario altos niveles de la isoforma EFNA4-S correlacionan 
significativamente con pacientes que presentan linfoadenopatias o se encuentran en estadios 
de riesgo intermedio. Estos datos sugieren que los niveles de transcrites para ambas 
isoformas podrian equilibrarse entre ellos, lo que podria estar asociado con la 
presencia/ausencia de adenopatias aunque, nuevamente, es necesario un seguimiento de la 
expresiôn en relaciôn con la evoluciôn clinica de estos pacientes para confirmarlo. La falta de 
relaciôn entre los niveles de estas isoformas y el contenido de ZAP-70, como indicador de mal 
pronôstico, no estaria en desacuerdo con su asociaciôn a apariciôn de linfoadenopatias, 
puesto que no se ha encontrado esta asociaciôn entre ZAP-70 y esta condiciôn clinica 
(Caligaris-Cappio, 2000). Si bien la presencia de adenopatias podria contribuir a la 
enfermedad y de hecho su apariciôn normalmente es motivo para iniciar tratamiento, sin 
embargo, no se contempla actualmente como un criterio de mal pronôstico, aunque si de 
alerta y tratamiento; de hecho no se han encontrado asociaciones significativas entre esta 
condiciôn clinica y marcadores de mal pronôstico como la ya comentada alta expresiôn de 
ZAP-70 ni el estado mutacional de IgVn o una evoluciôn clinica muy desfavorable (Moreno y 
Montserrat, 2008). No obstante, el desarrollo de adenopatias esta vinculado a una mayor 
diseminaciôn de la enfermedad, una condiciôn de la patobiologia de la misma que conlleva 
riesgos por su presumible papel en la proliferaciôn y supervivencia de las células leucémicas y 
la consiguiente apariciôn de variantes de la enfermedad, alteraciones citogenéticas o 
resistencia a los tratamientos (Munk Pedersen y Reed, 2004).
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Como hemos discutido antes, la expresiôn de ARNm para EphB6 y EFNA4 se 
postulaban como marcadores en el pronôstico, pero la posibilidad de que estas moléculas 
pudieran ser détectas en la membrana celular, con las mismas asociaciones con los 
parametros cimicos evaluados, présenta ba un especial atractivo por su posible utilidad cimica. 
Los analisis realizados mediante citometria de flujo, evaluando la presencia de EphB6 en 
membrana, mostraron las mismas asociaciones que los transcritos para EphB6, es decir, con 
pacientes con linfocitosis severa, alto contenido en ZAP-70, éste ultimo parcialmente 
relacionado con ausencia de mutaciones en los genes de la IgVn, y cuya enfermedad progresa 
con un pronôstico desfavorable (Wiestner y cols., 2003; Orchard y cols., 2004). Nuestros 
analisis de ZAP-70 ARNm mostraban que los pacientes con peor pronôstico présenta ban los 
niveles mas altos de expresiôn de esta molécula sugiriendo, por tanto, que la expresiôn de 
EphB6 en B-LLC podria ser un marcador indirecte para el pronôstico de la enfermedad, lo que 
actualmente estamos evaluando. Ademas la presencia/ausencia de esta molécula permite la 
discriminaciôn entre las células B leucémicas y las sanas, puesto que en estas ultimas esta 
molécula no se expresa. El analisis por citometria de flujo para EFNA4 también permite 
discriminer distintos niveles de expresiôn en las muestras LLC estudiadas, todas ellas 
presentando sobre-expresiôn de esta molécula en relaciôn a linfocitos B sanos. El analisis por 
citometria de flujo permite, ademas, discriminer pacientes en un estadio de riesgo bajo (alta 
expresiôn de EFNA4) frente a pacientes en riesgo intermedio o alto (baja expresiôn de EFNA4) 
con presencia de linfoadenopatias.
La cuantificaciôn de EFNA4 en el suero de los pacientes mediante ELISA mostrô ser 
una técnica muy sensible, detectando niveles muy bajos, claramente por encima de los 
encontrados en individuos sanos. La correlaciôn encontrada con la presencia/ausencia de 
linfoadenopatias y su relaciôn directamente proporcional con la linfocitosis de los pacientes, 
podria ser utilizada como un indicador temprano de LLC. En este sentido, séria necesario 
determinar si su presencia en suero se restringe a LLC o podria estar présente en otros SLPC, 
como linfoma de manto o folicular, de caracteristicas clinicas muy distintas, pero en 
ocasiones fenotipicamente similares, cuando existe expresiôn periférica o leucemizan. Por su 
posible relaciôn con el diagnôstico temprano de LLC, también séria necesario determinar si la 
presencia de linfocitosis monoclonal B cursa con niveles altos de esta molécula, dado lo 
complicado de detectar esta poblaciôn en analisis clinicos rutinarios por su bajisima
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frecuencia en sangre periférica (<0,1%) y su posible relaciôn con un diagnôstico temprano de 
LLC (Nieto y cois., 2009; Shim y cols., 2010; Almeida y cols., 2011).
La relaciôn entre la forma soluble encontrada en suero de pacientes y la isoforma de 
ARNm EFNA4-S, a falta de su confirmaciôn por otros métodos de clonaje y secuenciaciôn no 
llevados a cabo en este estudio, sugieren que ambas podrian corresponder a la misma 
molécula. La presencia de variantes résultantes de un splicing alternative de ARNm ha sido 
detectada en algunas otras Eph/EFN (Lai y cols., 1999; Holmberg y cols., 2000; Aasheim y 
cols., 2005), siendo relativamente frecuente, y se ha sugerido que las isoformas solubles 
podrian representar un mecanismo de regulaciôn de las interacciones Eph/EFN, funcionando 
a modo de agonistas o antagonistas naturales, modulando el grado de agrupaciôn de los 
receptores/ligandos en la membrana celular y tanto la intensidad como el sentido de la sehal 
(Pasquale, 2005). Tampoco podemos descartar que parte de la EFNA4 en sueros pudiera 
corresponder a un procesamiento de la forma de membrana. De hecho, el corte de ligandos 
EFN por proteasas de la familia kuzbanian ha sido demostrada para algunos miembros y en 
relaciôn con mecanismos de terminaciôn de la senalizaciôn Eph/EFN (Pasquale, 2005).
En cualquier caso, la cuantificaciôn, a todos los niveles, de cada una de las dos 
isoformas parece indicar que la expresiôn de ambas podria estar ligada, sugiriendo este 
supuesto ligamiento un mecanismo de regulaciôn. Asi, teniendo en cuenta las asociaciones 
obtenidas con los parametros clinicos podriamos relacionar las isoformas de EFNA4 y la 
condiciôn clinica de los pacientes en relaciôn al desarrollo de adenopatias y al estadio de 
riesgo (Figura 47). En esta representaciôn se sugiere que un incremento en la cantidad de 
EFNA4 soluble, supuestamente a costa de la isoforma de membrana, podria relacionarse con 
progresiôn hacia un pronôstico mas desfavorable ligado al desarrollo de linfoadenopatias.
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Pronôstico Pacientes
Bueno Malo
Baja
EFNA4 SOLUBLE
Alta
Alta
EFNA4DE MEMBRANA
Baja
Figura 47. Modela hipotético de 
equilibria de las isafarmas de 
EFNA4 y su posible relaciôn can 
el pronôstico clinica de los 
pacientes de LLC.
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Papel de la interacciôn EphA2-EFNA4 en la diapédesis linfocitaria
El trâfico de linfocitos entre la sangre y los tejidos es un proceso esencial para 
asegurar la homeostasis linfoide (Aurrand-Lions y cols., 2002; Luster y cols., 2005; Bajenoff y 
cols., 2007; Germain y cols., 2008). Los linfocitos migran a (entrada) o desde (salida) los 
tejidos linfoides a nivel de estructuras vasculares especializadas llamadas vénulas de 
endotelio alto (HEV) que albergan la maquinaria molecular para acoger, tras comunicarse con 
los linfocitos potencialmente migrantes, los procesos de migraciôn transendotelial (Luster y 
cols., 2005). En muchos estados patolôgicos, el reclutamiento selective de leucocitos se Neva 
a cabo en el ambito de endotelios "instruidos" como consecuencia de senales dependientes 
de procesos inflamatorios incluyendo citocinas pro-inflamatorias (Luster y cols., 2005; Rodrigo 
Mora y Von Andrian, 2006). Un mejor conocimiento de los mecanismos moleculares que 
orquestan estos procesos es beneficioso para el desarrollo de nuevas terapias en muchas 
enfermedades humanas relacionadas con este proceso.
Las células B-LLC presentan una capacidad de migraciôn transendotelial parcialmente 
disminuida ligada al papel autônomo de la sobreexpresiôn de EFNA4
La asociaciôn encontrada entre la presencia de linfoadenopatias y una menor 
expresiôn de EFN A4 en la superficie de las B-LLC circulantes de estos pacientes en relaciôn a 
las muestras de pacientes que no presentaban esta caracteristica cimica, sugeria que esta 
molécula podria estar relacionada funcionalmente con esta caracteristica clinica de la 
enfermedad. Tradicionalmente, la infiltraciôn de tejidos linfoides que tiene lugar en la LLC ha 
sido relacionada con el desarrollo de linfoadenopatias, si bien esta asociaciôn no estaba del 
todo demostrada. Concretamente, los primeros estudios de esta enfermedad habian puesto 
de manifiesto que en ausencia de linfoadenopatia évidente (>1 cm), los ganglios de los 
enfermos podian contener algunas células leucémicas (Dicky Maca, 1978). Posteriormente, el 
reconocimiento de los pseudofoliculos en las adenopatias como centros linfoproliferativos 
sugiriô que esta condiciôn cimica podia deberse a la proliferaciôn y posterior acumulaciôn de 
las LLC en los ganglios infiltrados con invasiôn de todo el tejido y engrosamiento de los 
ganglios por incremento de la masa tumoral. Considerando esta ultima hipôtesis, y por la 
importancia que cobraba la presencia de linfoadenopatias en el concepto de evoluciôn de la 
enfermedad, numerosos trabajos apoyaban una alta capacidad de migraciôn de las B-LLC
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desde el torrente circulatorio hacia los tejidos linfoides, puesto que la proliferaciôn en estos 
tejidos no parecia explicar per se la alta masa tumoral. Estos conceptos clasicos son hoy por 
hoy aün materia de intenso debate y, consiguientemente, de estudio. En este sentido, cabe 
destacar que una carga elevada de células B-LLC en sangre periférica es una caracteristica de 
la enfermedad y, no obstante, el desarrollo de linfoadenopatias es un fenômeno mas o 
menos tardio en muchos casos sugiriendo, por tanto, que la entrada de las B-LLC debia estar 
comprometida y/o regulada por mecanismos no del todo conocidos.
Los analisis de expresiôn de distintos receptores EphA para EFNA4 en las adenopatias 
estudiadas ponen de manifiesto que numerosos vasos CD31* expresan fuertemente EphA2. 
Otras EphA analizadas como EphA3, EphA4 y EphAB, aparecen de forma dispersa en el 
parénquima de los ganglios linfaticos, sugiriendo que EphA2 debe ser el principal receptor 
que interaccione con las células EFNA4  ^circulantes. No obstante, cabe la posibilidad de que 
otras o incluso algunas de estas mismas, detectadas en las células endoteliales mediante RT- 
PCR, también pudieran intervenir regulando la interacciôn. Por otra parte, la morfologia 
cuboidal de estas células endoteliales, CD3l" -^ EphA2\ apuntan que posiblemente parte de 
estos vasos fueran HEV, algo que estamos actualmente evaluando. Estas vénulas post- 
capilares modificadas constituyen la principal ruta de entrada de los linfocitos procedentes 
del sistema sangumeo a los ganglios linfaticos en su recirculaciôn, apoyando la hipôtesis de 
que la interacciôn EFNA4-EphA2 esté implicada en la TEM. Esta hipôtesis se vio reforzada por 
los analisis realizados posteriormente mediante RT-PCR de las células endoteliales 
procedentes de los diferentes ganglios linfaticos evaluados: sanos, reactivos y con infiltraciôn 
B-LLC, poniendo de manifiesto una expresiôn mayoritaria de EphA2, no sôlo en condiciones 
patolôgicas sino también fisiolôgicas. Las adenopatias de LLC presentan un aumento de la 
proporciôn de estructuras vasculares, lo que ha sido relacionado con procesos de 
neoangiogénesis asociados al tumor. Dicho vasos, como muestra nuestro estudio, son 
mayoritariamente EphA2* con una fuerte expresiôn. Por el contrario, su presencia en ganglios 
relativamente sanos como los aqui utilizados a modo de contrôles (reactivos y centinela) esta 
mas restringida sugiriendo que la expresiôn de EphA2 en HEV podria estar asociada a una 
migraciôn, entrada y/o salida, selectiva de linfocitos, hipôtesis que actualmente estamos 
evaluando en nuestro laboratorio.
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Como tal, la intra/extravasacion de linfocitos es un complejo proceso de bùsqueda del 
camino migratorio regulado por numerosas senales para poder controlar el movimiento 
selectivo de distintas subpoblaciones de células inmunes hacia y desde distintos tejidos 
(Dunon y cois., 1996; Aurrand-Lions y cois., 2002; imhof y Aurrand-Lions, 2004; Luster y cols., 
2005). En el contexto de la extravasaciôn, los linfocitos y las células endoteliales intercambian 
senales bidireccionales que conducen a alteraciones mutuamente dependientes en sus 
respectives comportamientos (Muller, 2009; Wittchen, 2009). Actualmente, se reconoce 
como un proceso de adhesion en cascada compuesto de varies pasos sucesivos de contactes 
condicionales linfocito-endotelio: 1) contacte inicial y rodamiento, 2) adhesion firme, 3) 
rastreo y, 4) diapédesis o transmigraciôn seguida por invasion del tejido (Dunon y cols., 1996; 
Aurrand-Lions y cols., 2002; Imhof y Aurrand-Lions, 2004; Luster y cols., 2005). Los dos 
primeros pasos son los mas relevantes en cuanto a "la toma de decisiones", mientras que los 
pasos siguientes se refieren més a la propia transmigraciôn en si. Todo el proceso esta 
determinado por el equilibrio de las senales extracelulares derivadas de los tejidos 
involucrados, sobre todo en forma de moléculas solubles atrayentes y/o repelentes 
(quimiocinas y otros) y factores mecanicos como el nivel del flujo sangumeo (Salmi y 
Jalkanen, 2005).
En relaciôn con ello, y para facilitar el analisis de los posibles efectos en la TEM 
presumiblemente mediados por la interacciôn EFNA4-EphA2 que se establece entre linfocitos 
y células endoteliales, se decidiô evaluar por separado algunas de las etapas implicitas en este 
proceso. Para discriminar si los posibles efectos provocados por esta interacciôn tenian lugar 
sôlo en condiciones patolôgicas o también en fisiolôgicas, se comparô, en cada una de estas 
etapas, el comportamiento de celular B-LLC-SP frente al de linfocitos B-SP.
Una de esas etapas es la capacidad de los linfocitos de adherirse al endotelio. 
Nuestros resultados muestran una menor capacidad de los linfocitos B-LLC-SP para adherirse 
al endotelio frente a la presentada por los B-SP. Estos datos parecian estar de acuerdo con 
evidencias indirectas previamente mostradas por Bazerbashi, quién ya en 1978 (Bazerbashi y 
cols., 1978) apuntô que las células B-LLC-SP, marcadas con SlCr, abandonaban la circulaciôn 
mas lentamente que las B-SP marcadas de la misma manera y con Dormer, quién en 1983 
(Dormer y cols., 1983) evaluô la supervivencia de las B-LLC-SP marcadas con timidina-[H3] en
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la circulaciôn de los pacientes durante muchas semanas sin evidencias de extravasaciôn. Sin 
embargo, no todas las muestras B-LLC-SP analizadas reflejaron la misma reducciôn en su 
capacidad de adhesiôn al endotelio. Al desglosar los resultados en base a la 
presencia/ausencia de linfoadenopatias se observa, que las muestras procedentes de 
pacientes que presentaban linfoadenopatias reflejaban una mayor capacidad de adhesiôn al 
endotelio que aquéllas procedentes de pacientes que no las presentaban. Al desglosar de 
nuevo estos resultados, ahora en base al grupo de riesgo al que pertenecian, se observô que 
la menor capacidad de adhesiôn la registraban las muestras procedentes de pacientes 
clasificados como bajo riesgo, mientras que aquéllos que la mantenian sin descensos 
significativos pertenecian a los grupos de riesgo intermedio y alto. Este incremento en la 
adhesiôn al endotelio en estadios mas avanzados de la enfermedad habia sido observado por 
otros grupos (Stauder y cols., 1993; Vincent y cols., 1996; Till y cols., 2002). Por otro lado, al 
evaluar el contenido de EFN A4 en membrana de cada una de las muestras, se observô una 
relaciôn inversamente proporcional entre ésta y la capacidad de adhesiôn, sugiriendo una 
posible funciôn de ésta molécula en relaciôn con la capacidad de TEM.
Como ya se ha mencionado, es a menudo dificil entender la senalizaciôn mediada por 
Eph y EFN porque tanto ligandos como receptores expresados en las células implicadas en la 
interacciôn pueden transmitir senales: hacia la célula que expresa la Eph {sena\ forward) y/o a 
la portadora de la EFN (senal reverse) (Cowan y Henkemeyer, 2002; Himanen y Nikolov, 
2003b; Klein, 2004; Poliakov y cols., 2004; Pasquale, 2005; 2008), y la posible funciôn 
autônoma o no autônoma de la célula en el proceso (Davy y Soriano, 2005). El uso de 
protemas de fusiôn, homodimeros de los dominios extracelulares de uniôn de Eph/EFN 
unidos a fragmentos Fc de IgG humana, conlleva el bloqueo de la posible senalizaciôn bi- 
direccional pero, ademas, puede provocar senalizaciôn en la célula que los une como ha sido 
previamente demostrado para EFNBl-Fc (Stein y cols., 1998). Este tipo de abordaje puede por 
tanto, dar lugar a un desequilibrio en la senalizaciôn bi-direccional estudiada, EphA2-EFNA4 
en nuestro caso, permitiendo evaluar el papel autônomo de cada molécula en la interacciôn 
Eph-EFN si son suministrarlas separadamente a cada tipo celular. Con el fin de evaluar in vitro 
la importancia de cada uno de los tipos celulares implicados en los ensayos realizados, células 
endoteliales HUVEC o células B, se pre-incubaron por separado con homodimeros solubles 
recombinantes de la porciôn extracelular de EFN A4 ô EphA2, respectivamente, en las que el 
polipéptido poli-Hist nos permitiô su posterior analisis por citometria de flujo. De esta
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manera, aseguramos que las interacciones EphA2-EFNA4 estan bloqueadas en el co-cultivo y 
que una eventual senalizaciôn sôlo se llevaria a cabo en la poblaciôn pre-incubada. Ambas, 
HUVEC y células B pueden expresar otros miembros Eph/EFN con capacidad de uniôn a los 
homodimeros correspondientes recombinante como EphA4, en el caso de HUVEC activada 
con TNF-a, y varios ligandos EFN A, en el caso de la B-LLC o de células B normales. No 
obstante, ensayos de uniôn de las protemas demostraron que las células HUVEC unian 
EFNA4-FC principalmente a través de EphA2, segùn se determinô por microscopia confocal, y 
que las células LLC principalmente unian la EphA2-Fc a través de EFN A4, segün se determinô 
por citometria de flujo (Trinidad y cols., 2009).
El tratamiento con EFNA4-Fc pre-agregada sobre el endotelio, que podria 
desencadenar senalizaciôn forward, principalmente via EphA2, provocô un aumento en el 
porcentaje de células adheridas respecto al del control sin tratar, tanto para células B-LLC-SP 
como para linfocitos B-SP, confirmando el papel de esta interacciôn en la comunicaciôn 
linfocito-endotelio, tanto en el proceso patolôgico estudiado como en condiciones normales. 
Por el contrario, el tratamiento con EphA2-Fc sobre linfocitos B, que podria desencadenar 
senalizaciôn reverse, principalmente via EFNA4, produjo un descenso generalizado en el 
porcentaje de células adheridas, aunque de diferente intensidad dependiendo de la muestra. 
Mientras que en las B-SP se observô un discreto descenso, el observado en B-LLC-SP era 
mucho mas drastico y dependiente de la cantidad de EFNA4 expresada en su membrana. Las 
reducciones encontradas en las muestras con cantidades intermedias y altas de EFNA4 
resultaron similares, sufriendo la menor reducciôn en su adhesiôn al endotelio aquellas 
muestras que presentaban baja cantidad de este ligando en su membrana. Este efecto podria 
deberse a la regulaciôn de la adhesiôn observada en estas células por una posible 
senalizaciôn reverse a través de EFNA4 agregada con EphA2-Fc y que podria darse a través de 
algunas de las moléculas conocidas por estar implicadas en las interacciones linfocito- 
endotelio clasicas como CD62-L, CD44, y las integrinas C D lla , CD49d, CD18 y CD29.
A tenor de los resultados obtenidos, la senalizaciôn forward, parece promover la 
adhesiôn entre ambos tipos celulares, mientras que la senalizaciôn reverse parece estar 
implicada en procesos de repulsiôn. En otros sistemas, como el crecimiento de neuronas 
sensitivas durante el desarrollo en la piel del ratôn, la capacidad de la EFNA4 para provocar
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repulsiôn celular ya habia sido descrita (Moss y cols., 2005), lo que apoya, por tanto, la 
hipôtesis propuesta: En el conta cto linfocito-endotelio, la senalizaciôn via EFN A4 es capaz de 
promover senales de repulsiôn.
Los ensayos de TEM muestran una mermada capacidad de los B-LLC-SP, tanto de 
adhesiôn como de transmigraciôn, como sugerian estudios in vitro previos (Stauder y cols., 
1993; Chen y cols., 1999; Gu y cols., 2001). Ademas estos descensos, en comparaciôn con las 
capacidades mostradas por los B-SP, aumentaban a medida que lo hacia la cantidad de EFNA4 
en membrana, de acuerdo con lo discutido hasta el momento. El tratamiento con EFNA4-Fc 
sobre HUVEC afectô de manera similar a B-LLC-SP y a B-SP, incrementando su adhesiôn y su 
TEM, sugiriendo que la senalizaciôn forward, principalmente via EphA2 hacia el endotelio 
promueve la TEM; mientras, el tratamiento de EphA2-Fc sobre linfocitos provocô, solo en 
parte, efectos similares. Ambas células, sanas y leucémicas, redujeron su porcentaje de 
adhesiôn, sin embargo, mientras que las B-SP aumentaban el porcentaje de células 
transmigradas, en B-LLC-SP este porcentaje se reducia. Estos resultados sugieren que: 1) la 
senalizaciôn reverse, principalmente via EFN A4, hacia el linfocito promueve repulsiôn y 2) que 
dicha repulsiôn, aun existiendo tanto en células sanas como leucémicas, era mayor en estas 
ultimas.
Los ensayos de migraciôn llevados a cabo con quimiocinas, tanto con monocapas 
endoteliales como en ausencia de ella, mostraron en primera estancia que las células B 
evaluadas, independientemente de su procedencia sana o leucémica, presentan mayor 
migraciôn cuando su camino supone atravesar la barrera endotelial. De acuerdo a lo ya 
observado y discutido, de nuevo las células B-LLC-SP muestran menor capacidad, tanto de 
migrar como de transmigrer, en comparaciôn con la mostrada por los linfocitos B-SP. La 
evaluaciôn en respuesta a las quimiocinas CCL19, CXCL12 y CXCL13, revelô que, por ese 
orden, eran capaces de inducir un aumento de migraciôn de los B-LLC-SP evaluados. En este 
sentido, los resultados apuntan a la existencia de una posible cooperaciôn entre CCL19 y la 
senalizaciôn forward  a través de EphA2, lo que podria contribuir al incremento de TEM en 
células B-LLC-SP. Dicha cooperaciôn parece no existir en el caso de las otras quimiocinas 
evaluadas, CXCL12 y CXCL13; de hecho las células B-LLC-SP bajo esas condiciones 
experimentan una disminuciôn en su capacidad de migrar transendotelialmente, pudiendo
137
Discusiôn________________________________________________________________________
atribuir este efecto al bloqueo de la interacciôn EFNA4-EphA2, linfocito-endotelio. En otros 
sistemas también se ha encontrado que la senalizaciôn via Eph/EFN podria modular la 
migraciôn en respuesta a gradientes de quimiocinas. Concretamente, en linfocitos T a través 
de senalizaciôn forward de EphAB sobre la quimioatracciôn mediada por CXCL12 (Sharfe y 
cols., 2002) o a tavés de EphAl sobre CCR7 (Hjorthaug y Aasheim, 2007) pero también a 
través de la senalizaciôn reverse, como en células neuronales mediada por EFNB2 y CXCR4 
(Sharfe y cols., 2002)
La valoraciôn conjunta de los resultados, acerca del tratamiento con EphA2-Fc sobre 
linfocitos B junto con las quimiocinas, revelô que tanto en ausencia como en presencia de la 
monocapa endotelial, la sehal reverse, presumiblemente a través del ligando EFNA4, parece 
capaz de modular de manera autônoma la quimiotaxis mediada a través de CCR7, tanto en 
condiciones fisiolôgicas como patolôgicas, aunque de nuevo, esta sehal reverse parece 
intensificarse en condiciones patolôgicas, no siendo capaz de inhibir, al menos no 
significativamente, la migraciôn de linfocitosis B-SP en presencia de células endoteliales. No 
obstante, esta cooperaciôn sôlo parece tener lugar entre CCR7 y la sehalizaciôn reverse, 
puesto que la migraciôn en la que intervienen CXCR4 y CXCR5, no se vio afectada en ausencia 
de endotelio, pudiéndose atribuir la disminuciôn encontrada en presencia de la monocapa a 
la interrupciôn, a través de la mencionada via EFNA4-EphA2, en la comunicaciôn linfocito- 
endotelio, como también se ha postulado para la sehalizaciôn forward, siendo ademas los 
efectos encontrados de la misma indole para ambos tratamientos.
La interacciôn EphA2-EFNA4 podria regular la adhesiôn/separaciôn en sitios de 
contacto discretos entre ambos tipos celulares, como pueden ser los podosomas invasivos, 
estructuras adhesivas dinamicas utilizadas por los linfocitos para rastrear la superficie 
endotelial (Carman y cols., 2007). En estos microcontactos, larepulsiôn mediada por EphA2- 
EFN4 podria servir para inducir separaciôn de superficies celulares en contacto de modo que 
la terminaciôn de la interacciôn EphA2-EFNA4 podria ocurrir a través de vesiculas de 
endocitosis, uno de los mecanismos descritos como terminaciôn de la sehalizaciôn en estas 
moléculas (Himanen y Nikolov, 2003a; Pasquale, 2005; Himanen y cols., 2007; Pasquale, 
2008), considerando la rapida internalizaciôn de los complejos EphA2-EFNA4 mostrada por las 
HUVEC al tratarlas con complejos EFNA4-Fc-fluorocromo (Trinidad y cols., 2009). Por otra
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parte , la sehalizaciôn reverse  de las EFNA puede ser m odulada en la superficie celular 
m ed ian te  el corte del ligando de la superficie celu lar (F igura  7), a través de la acciôn de  
m eta loproteasas  com o A dam lO /K u zb an ian  (H a tto ri y cols., 2 0 0 0 ). M e d ia n te  este m ecanism o, 
d uran te  el c recim iento  de los conos, las EphA, cam bian su respuesta a las EFNA pasando de la 
adhesiôn a la repulsiôn. De igual fo rm a las interacciones EphA2-EFNA4 e n tre  el en do te lio  y las 
células B podrian ser ac tivam en te  form adas y culm inadas con el proceso de TEM .
A m odo de resum en en la Figura 4 8  se propone un m odelo  h ipotético , valido tan to  en 
condiciones fisiolôgicas com o patolôgicas, que ilustra côm o la in teracciôn EphA2-EFNA4  
podria regular la TEM  de los linfocitos B. La m agnitud  de la sehalizaciôn reverse  en los 
linfocitos m ediada por EFNA4, d e term in aria  la natura leza de la respuesta, de m anera que al 
sobrepasar un d e te rm in ad o  um bral, mas facil de alcanzar por las células B-LLC al sobre- 
expresar este ligando en su m em brana , se generarian  procesos de repulsiôn, cuya finalidad  
séria te rm in a r la sehal de adhesiôn prom ovida, en tre  otras, por la sehal fo rw a rd , 
p resu m ib lem en te  a través del recep to r EphA2 del en d o te lio . En otros sistemas se ha 
observado que la m agnitud de la sehalizaciôn Eph/EFN esta d e te rm in ad a  por el grado de 
ag ru pam ien to , provocando respuestas opuestas, desde adhesiôn hasta repulsiôn (Poliakov y 
cols., 2 0 0 4 ; D avy y Soriano, 2 0 0 5 ; H im anen  y cols., 2 0 0 7 ; Pasquale, 2 0 0 8 ). Este tipo  de  
adhesiones/repuls iones resultan ser in teracciones im prescindib les en procesos dinam icos  
com o la TE M , que nos ocupa.
EFNA4 DE MEMBRANA
Senalizaciôn reverse 
via EFN A4
linfocito B
Cékria Endotelial
Senalizaciôn forw ard  
via EphAZ
Figura 48. Modelo hipotético de la TEM 
de los linfocitos B, basado en la 
interacciôn EphA2-EFNA4 y el nivel de la 
intensidad de la sehalizaciôn mediada 
por EFNA4. La sehalizaciôn fo rw a rd  hacia 
el endotelio, via EphA2, en asociaciôn con 
moléculas, como ICAM-1, VCAM-1, etc., 
prom overia la adhesiôn/transm igraciôn de 
los linfocitos, adhesiôn/transmigraciôn  
que fina lizaria  tras recibir la célula B el 
suficiente estimulo reverse via EFN A4. Las 
células B-LLC alcanzarian môs fàcilm ente  
esta condiciôn al tener desregulada la 
sehalizaciôn, debido a su sobreexpresiôn 
de EFNA4 en membrana.
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Papel de EphAZ en la diapédesis linfocitaria
El tratamiento de las células HUVEC con EFNA4-Fc pre-agregada demuestra co- 
localizaciôn de EphA2 con moléculas de adhesiôn, especialmente con ICAM-1, sugiriendo que 
la interacciôn EFNA4-EphA2 podria regular la TEM a través de la asociaciôn de EphA2 con 
ICAM-1, Dado el papel que los receptores Eph juegan en la determinaciôn de la forma y en el 
movimiento celular a través de la reorganizaciôn del citoesqueleto (Klein, 2004; Poliakov y 
cols., 2004; Pasquale, 2005; 2008), y en base a los resultados aqui obtenidos, proponemos 
que EphA2 podria actuar conectando la estructura adhesiva formada por ICAM-1 y VCAM-1 
con el citoesqueleto endotelial, durante la TEM. La participaciôn de EphA2 en este proceso 
puede ser inferida indirectamente de los datos sobre la extravasaciôn de leucocitos en otros 
sistemas, como el aumento de la expresiôn de EphA2 endotelial tras estimulos inflamatorios 
(Ivanov y Romanovsky, 2006) o como el aumento en la expresiôn de ICAM-1 en células 
endoteliales tratadas in vitro con trombina (Chan y Sukhatme, 2009). Como mostramos en 
nuestro estudio, la EphA2 se acumula en las uniones entre células endoteliales y se distribuye 
uniformemente en la superficie luminal de las monocapas tratadas con TNF-a. EphA2 agrega 
en la superficie de HUVEC tras la incubaciôn con los complejos EFNA4-Fc y los complejos 
EphA2-EFNA4Fc se transcitaban hacia una localizaciôn basai peri-nuclear 60 minutos tras 
tratamiento. El proceso se acompana de del secuestro de ICAM-1 y VCAM-1 en vesiculas 
endoteliales que recuerdan a los organulos vesiculo-vacuolares (VVO) o las caveolas que se 
han relacionado con la formaciôn de un poro trans-celular durante la diapédesis de leucocitos 
a través de la célula endotelial (ruta transcelular) (De Bruyn y cols., 1989; Millan y cols., 2006; 
Nieminen y cols., 2006; Carman y cols., 2007).
La transmigraciôn para-celular o entre células endoteliales de los leucocitos a través 
de los vasos endoteliales, se lleva a cabo en las uniones inter-endoteliales, de acuerdo con 
procesos dinamicos de reorganizaciôn de proteinas de uniôn como CD31 o VE-Cadherina y 
que ha dado en denominarse compartimento lateral de reciclaje (LBRC) recientemente 
descrito (Muller, 2009). En condiciones previas al co-cultivo, EphA2 se localize 
abundantemente en las uniones entre células HUVEC pero se relocaliza en torno a linfocitos B 
transmigrando, lo que sugiere indirectamente que podria former parte de los complejos LBRC 
implicados en la via para-celular de TEM. EphA2 juega un papel déterminante en la funciôn 
barrera de endotelios y en epitelios (Zantek y cols., 1999; Hess y cols., 2006; Larson y cols..
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2 0 0 8 ; M iu ra  y cols., 2 0 0 9 )  y esta en in tim a conexiôn con protem as de union com o E-caderina. 
Por ta n to , en un proceso de m igraciôn paracelu lar donde las uniones endotelia les  deben  
relajarse para p e rm itir  el paso de leucocitos, EphA2 podria estar igualm ente  im plicada, algo 
que estam os evaluando  ac tu a lm ente .
Por lo ta n to , podria ser todavia  apresurado y especulativo pero pensam os que la 
interacciôn EphA2-EFNA4 podria partic ipar en la organizaciôn de la ruta m igratoria  duran te  la 
TEM  a través de la regulaciôn de la d inam ica de podosom as y o tras proyecciones celulares  
sim ilares que extienden  los linfocitos en la fase de rastreo y /o  en la fo rm aciôn  regulada de 
poros trans-celu lares en las células endote lia les  duran te  la m igraciôn transcelu lar y /  o la ruta  
paracelu lar.
A p a rtir de los m odelos an te rio rm e n te  p lan teados, y en base a los datos en com ün de 
cada uno de ello , proponem os un nuevo m odelo  com binandolos {Figura 4 9 ). Este nuevo  
m odelo  propone que la fo rm a  soluble de la EFNA4 podria desem p ehar un im p o rtan te  papel 
en la TEM  puesto que esta m olécula fo m en ta ria  la sehalizaciôn fo rw a rd  hacia el en do te lio , 
in d e p e n d ie n te m e n te  de la sehalizaciôn reverse  hacia el lin focito  B, provocando un 
desequilibrio  en tre  am bas sehales, lo que podria fac ilita r la adhesiôn al en do te lio  de los 
linfocitos B y su posterio r TE M , y por ta n to , la colonizaciôn de nuevos te jidos y la 
disem inaciôn de las células B.
Pronôstico Pacientes 
Bueno M alo
EFN A4 SOLUBLE
EFNA4 DE MEMBRANA
Senalizaciôn reverse  
via EFNA4
'*4Srïfocito B
Célula Endotelial
Figura 49. Modelo hipotético 
donde los isoformas soluble y 
membrana de EFNA4 se postulan 
como mediadoras importantes 
en la migraciôn a los tejidos de 
las células leucémicas. Este 
modelo atribuye a ta fo rm a  
soluble de EFN A4 la capacidad de 
ram per el equilibrio existe nte 
entre ias sehales fo rw a rd  y 
reverse lo que podria resultar en 
migraciôn a través de endotelio, 
ju n to  con una m enor expresiôn de 
la isoforma de membrana.
SenaWzaciôn fo rw a rd  
via EphAZ
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A la vista de todos estos comentarios, que interpretan los resultados relacionados con 
parte del segundo objetivo propuesto en este trabajo, EFNA4 podria postularse, no sôlo como 
marcador de pronôstico de la LLC, sino también como una molécula potencialmente 
terapéutica, en el sentido de que la sehalizaciôn reverse, a través de ésta, bloquea 
significativamente la TEM in vitro, por lo que su regulaciôn podria prévenir potencialmente la 
extravasaciôn de las B-LLC-SP cuando ésta acontece. Obviamente, este control de la 
extravasaciôn no représenta toda la patogenia de la enfermedad y habria que considerar 
otros mecanismos que contribuyen al desarrollo de las linfoadenopatias, como las tasas de 
proliferaciôn y muerte (Messmer y cols., 2005).
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Papel de EFNA4 en la supervivencia de B-LLC
Los mecanismos de supervivencia de las células B-LLC en los pacientes han sido y 
continùan siendo materia de estudio. Si bien inicialmente se considéré que las B-LLC debian 
portar un defecto intrmseco en el control de la apoptosis que explicaria su acumulaciôn en los 
pacientes, estudios posteriores pusieron de manifiesto que las células morian de forma 
espontanea in vitro (Collins y cols., 1989), lo que sugeria la implicaciôn de factores solubles 
y/o contactos celulares entre las células leucémicas y los componentes estromales de los 
ôrganos donde se acumulan como los endotelios vasculares (Ghia y Caligaris-Cappio, 2000; 
Munk Pedersen y Reed, 2004).
En este estudio preliminar, hemos comprobado que si bien la supervivencia 
espontanea de células B-LLC in vitro es muy heterogénea, algunas de ellas presentan 
capacidades similares a las encontradas en células B sanas. Por tanto, cabria preguntarse a 
qué se deben estas diferencias y, de cara a la enfermedad, cual podria ser su valor en el 
pronôstico y/o predictivo de cara a respuesta a tratamiento. En este sentido, no hemos 
encontrado una asociaciôn clara entre estas distintas capacidades y distintos parametros 
cimicos como linfocitosis, linfoadenopatia, estadio Rai o ZAP-70, si bien un estudio reciente ha 
relacionado una mayor capacidad de supervivencia in vitro de las B-LLC con un peor 
pronôstico en pacientes de riesgo bajo ZAP-70"®® (Plander y cols., 2009). De cara a nuestros 
experimentos, y con el fin de considerar esas diferencias en supervivencia de las muestras 
LLC, decidimos utilizar muestras tanto de "alta" como de "baja" supervivencia, con el fin de 
que los resultados de co-cultivo no se vieran sesgados por haber utilizado preferencialmente 
uno u otro tipo y por determinar si presentaban una respuesta diferente, por sus posibles 
caracteristicas intrmsecas o hasta donde fue posible, por la escasa disponibilidad de muestra, 
se trabajô final me nte con dos de cada tipo.
Un aspecto mas que arroja nuestro estudio es el de demostrar que células 
endoteliales primaries (HUVEC) pueden ejercer una funciôn pro-apoptôtica sobre las células 
B, tanto sanas como leucémicas, a través de moléculas de la superficie celular, al menos 
durante las primeras ho ras de co-cultivo y especialmente en condiciones inflamatorias. En las 
mismas condiciones de co-cultivo, la supervivencia de células B co-cultivadas con la Imea 
endotelial EA.hy926 aumentaba en relaciôn a las células cultivadas solas, tanto sanas como B-
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LLC. Una posibilidad que explicara estas diferencias entre ambos tipos de endoteliales podia 
estar en los factores solubles producidos por uno u otro tipo celular endotelial, hipôtesis que 
quedô descartada cuando los co-cultivos se realizaron con las células endoteliales fijadas y las 
diferencias se mantuvieron. Puesto que nuestro estudio partia de la hipôtesis de que las 
células endoteliales primarias promueven supervivencia en células B-LLC, como habian 
apuntado estudios previos realizados con distintas Imeas endoteliales como EA.hy926 (Long y 
cols., 1995), ECV304 (Moreno y cols., 2001) o HME-1 (Buggins y cols., 2010) o se habia 
sugerido indirectamente en otros (Zucchetto y cols., 2009), y puesto que nuestros resultados 
con HUVEC entraban en clara contradicciôn, continuamos investigando esta funciôn 
endotelial de HUVEC en relaciôn con LLC y el posible papel jugado en ella por la interacciôn 
EphA2-EFNA4 con la que habia explicado otros fenômenos que implican células endoteliales y 
células leucémicas. Este tipo celular endotelial es clasicamente aceptado en numerosas 
aproximaciones expérimentales para estudiar el proceso de angiogénesis, las caracteristicas 
de los endotelios vasculares o la diapédesis leucocitaria (Butler y cols., 2010). Uno de los 
principales problemas de trabajar con células endoteliales primarias in vitro reside, 
precisamente, en la necesidad de suplementarlas continuadamente con suero y côcteles de 
factores angiogénicos que mantengan su viabilidad y propiedades durante el periodo de 
cultivo. Consiguientemente, los resultados obtenidos en estas aproximaciones, si se estudian 
a largo plazo, implican un efecto de los factores exôgenos dificiles de discriminar (Butler y 
cols., 2010). Por ello, generalmente se buscan aproximaciones con Imeas celulares 
endoteliales mucho mas tolérantes a las condiciones de cultivo, sin necesidad de factores de 
crecimiento exôgenos y a bajas concentraciones de suero pero que, desgraciadamente, como 
hemos comentado anteriormente, no parece n reproducen fielmente el comportamiento de 
las células endoteliales (Butler y cols., 2010). De hecho, algunos autores han descrito que las 
Imeas endoteliales comünmente utilizadas, incluyendo EA.hy926, difieren sensiblemente unas 
de otras y, especialmente, de las endoteliales primarias en numerosos aspectos tan 
importantes como las citocinas que producen o su respuesta a tratamientos inflamatorios 
como los inducidos con TNF-a ô IL-lp (Lidington y cols., 1999).
El papel de las células endoteliales en cancer ha sido clasicamente mas relacionado 
con su vascularizaciôn (neoangiogénesis) para el suministro de nutrientes provenientes de 
sangre a los mismos, pero también a través de un papel mas di recto como la liberaciôn de 
factores de crecimiento (VEGF, EFGF, citocinas) e interacciones célula-célula que implica a 
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moléculas como ICAM-1, VCAM-1, E-selectina e hialuronano (Butler y cols., 2010). Sin 
embargo, su capacidad de regular la homeostasis tisular también podria implicar en 
determinadas situaciones fenômenos de control de la supervivencia/apoptosis celular. De 
hecho, la expresiôn constitutive de Fas-L en HEV y otros vasos sangumeos de ganglios 
linfaticos (un hecho interesante de evaluar en el futuro en nuestro modelo) ha sido 
relacionada con su capacidad de inducir apoptosis como una forma selectiva de la entrada de 
linfocitos a los tejidos (Sata y Walsh, 1998; Kokkonen y cols., 2004). Por tanto, parece 
évidente que la funciôn barrera del endotelio no sôlo esta relacionada con su papel en la 
regulaciôn del trafico leucocitario entre sangre y tejidos a través de fenômenos de adhesiôn, 
sino también de su capacidad para eliminar determinadas células cuando estas contactan con 
él (Walsh y Sata, 1999).
Nuestros resultados preliminares ponen de manifiesto que la interacciôn EphA2- 
EFNA4 a través de su comunicaciôn con ICAM-1 y VCAM-1 modulan la muerte in vitro 
mediada por endotelios sobre las células B, principalmente B-LLC. Hemos tratado de 
determinar el papel de cada una de estas interacciones en el propio co-cultivo puesto que 
pensamos que sus efectos estan, de alguna manera, relacionados y, presumiblemente, 
implican otras moléculas tanto del lado endotelial como del de la célula B o LLC, como de 
hecho pusieron de manifiesto experimentos con HUVEC vivas frente a fijadas o los distintos 
efectos de la adiciôn de EphA2-Fc, EFNA4-Fc, rh-ICAM-1 o rh-VCAM-1 o sus combinaciones. 
De hecho, pensamos que este proceso podria estar relacionado con la propia TEM, como ya 
han apuntado otros autores (Sata y Walsh, 1998; Kokkonen y cols., 2004). En relaciôn con 
ello, los efectos mas significativos en los co-cultivos se alcanzaron en la condiciôn en que las 
HUVEC habian sido pre-tratadas con TNF-a, una estimulaciôn clasica para condicionarlas a 
TEM y que résulta en una alta expresiôn de ICAM-1 y VCAM-1 imprescindibles para que la 
migraciôn tenga lugar (Dunon y cols., 1996; Aurrand-Lions y cols., 2002; Imhof y Aurrand- 
Lions, 2004; Luster y cols., 2005; Muller, 2009; Wittchen, 2009). Por tanto, en un proceso de 
TEM "autorizado", como el guiado por quimiocinas, las células que migran recibirian sehales 
de rescate como, por ejemplo, a través de la presentaciôn de esas quimiocinas en la 
superficie de las células endoteliales y que contribuyen a la adhesiôn firme (Muller, 2009; 
Wittchen, 2009) y que, en otros sistemas, también tienen una funciôn en la supervivencia 
como CXCL12 (Burger y cols., 2005). En este sentido, séria importante evaluar la 
supervivencia de las células en los co-cultivos discriminando, como habiamos hecho en los
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experimentos de TEM, entre células migradas y aquéllas que permanecen en la superficie de 
la monocapa y tanto en ausencia como en presencia de gradientes de quimiocinas como 
CXCL12, CXCL13 6 CCL19, por su importancia en linfocitos B y su relaciôn con la LLC (Burger y 
cols., 1999; Till y cols., 2002; Lopez-Giral y cols., 2004; Trent in y cols., 2004).
Basandonos en la propiedad de las células B-LLC de presenter un mecanismo de 
repulsiôn innato frente al contacto con los endotelios basado en la sobreexpresiôn de EFN A4 
(Trinidad y cols., 2009), junto con su baja expresiôn de integrinas aL|32 (CD49d/CD29) y a 4p l 
(CD lla/D18) (Hartmann y cols., 2009), todo parece indicar que estas células han desarrollado 
mecanismos moleculares que las mantienen separadas de los endotelios y sôlo en 
determinadas circunstancias modulan la expresiôn/actividad de estas moléculas, se vuelven 
mas adhesivas y migran mejor (Trinidad y cols., 2009). Considerando un papel pro-apoptôtico 
de los endotelios, cabria esperar una alta tasa de apoptosis en sangre periférica de las B-LLC, 
algo que no es asi (observaciones no mostradas). Presumiblemente, los mecanismos 
comentados podrian explicar, al menos parcialmente, este hecho, dado que las B-LLC repelen 
via la sobre-expresiôn de EFN A4 esos contactos y, por tanto, "no se dejan matar".
De ser asi, cabe preguntarse por qué las B-LLC, aparentemente, no escapan mejor de 
apoptosis en los co-cultivos frente a las B sanas. Una posibilidad podria hallarse en las propias 
condiciones expérimentales que no mimetizan la condiciôn in vivo. Concretamente, una 
diferencia importante, entre otras, entre el sistema in vitro empleado y la condiciôn in vivo 
radica en que en el primero las B-LLC permanecen continuamente en contacto con el 
endotelio y durante 12 horas, mientras que las B-LLC en el torrente circulatorio son 
arrastradas por el flujo sangumeo contribuyendo a contactos mas breves, arrastre y escape. 
Este factor es fundamental en la comprensiôn de las interacciones linfocito-endotelio como 
ha sido indicado por otros autores (Alon y cols., 1996; Salmi y Jalkanen, 2005). Séria 
importante, por tanto, trabajar en condiciones de flujo y analizar la apoptosis de las células 
arrastradas a fin de comprobar esta hipôtesis. Otra posibilidad, podria radicar en diferencias 
en las moléculas expresadas por los endotelios in vitro e in vivo.
Es posible que los mecanismos de escape a apoptosis mediada por endotelios en las 
B-LLC no sean del todo operativos en el sistema in vitro debido a ese contacto continuo. Sin
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embargo, las aproximaciones realizadas con EphA2-Fc y EFNA4-Fc si pusieron de manifiesto 
un papel de esta interacciôn en las B-LLC que no fue posible reproducir con B sanas. 
Concretamente, el tratamiento con EphA2-Fc de las B-LLC resultô en una mayor supervivencia 
mientras que en B sanas ésta disminuyô ligeramente, un efecto sôlo observado con HUVEC 
fijadas, lo cual estaria de acuerdo con los mecanismos de repulsiôn mediados por la 
senalizaciôn reverse en B-LLC como consecuencia de la sobre-expresiôn de EFN A4, no 
présente en las B sanas, como habian puesto de manifiesto nuestros experimentos de 
adhesiôn.
Otra evidencia a favor de que los mecanismos de repulsiôn son operativos en las B- 
LLC aunque no évidentes en el co-cultivo control, sin tratamientos, fue el hecho de encontrar 
un papel critico de las principales moléculas de adhesiôn, ICAM-1 y VCAM-1, en las B-LLC pero 
no en B sanas, tras la adiciôn de estas moléculas a los co-cultivos, poniendo de manifiesto su 
papel en el proceso de forma caracteristica en las B-LLC. Aunque sus principales ligandos en la 
LLC, las integrinas LFA-1 y VLA-4, respectivamente, mayoritariamente han sido relacionadas, 
di recta o indirectamente, con fenômenos que incrementan la supervivencia de las células del 
sistema inmune (Paessens y cols., 2008; Unsinger y cols., 2010), también se ha encontrado 
asociaciôn entre ellas y apoptosis, concretamente entre LFA-1 y Fas en linfoma de Burkitt y en 
la Imea leucémica Jurkat (Krzyzowska y cols., 2001) y, de forma mas di recta, a través de 
adhesiôn a FN via integrinas en Imeas celulares mieloides (Sugahara y cols., 1994; Terui y 
cols., 1996) y célula progenitoras eritroides (Kapur y cols., 2001), apoyando un posible papel 
apoptôtico de integrinas en procesos leucémicos. Las células B sanas no reflejaron cambios 
significativos en su supervivencia a consecuencia de estos tratamientos, reforzando esta 
ultima teona, pudiendo ser esta asociaciôn, integrinas-apoptosis, consecuencia de la 
desregulaciôn de las integrinas encontradas en B-LLC, la cual ha sido contemplada por otros 
autores (Jewell y Yong, 1997; Hartmann y cols., 2009). En este sentido, cabria preguntarse si 
la diferente funciôn de supervivencia entre HUVEC y EA.hy926 en relaciôn a las células B 
podria radicar, o al menos parcialmente, en las moléculas de adhesiôn que expresan unas y 
otras puesto que, como hemos comentado anteriormente, en general las Imeas celulares 
endoteliales difieren sensiblemente de las primarias en su expresiôn de distintas moléculas, 
incluidas integrinas (Lidington y cols., 1999).
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Finalmente, la relaciôn entre las interacciones ICAM-1, VCAM-1 y EphA2-EFNA4 
fueron puestas de manifiesto en los tratamientos combinados. En este caso, la respuesta de 
las células B sanas se asemejô a la de las B-LLC confirmando que la anulaciôn combinada de la 
sehalizaciôn EphA2/EFNA4 y la de ICAM-1 ô VCAM-1 con sus respectivos ligandos puede 
modular su respuesta en el mismo sentido que las B-LLC en lo que al efecto sobre su 
supervivencia se refiere. Un resultado sorprendente fue el encontrar que el tratamiento 
combinando ICAM-1-EphA2-Fc ô VCAM-1-EphA2-Fc resultaba en respuestas opuestas en 
términos de supervivencia en los cultivos. Nuestra interpretaciôn a estos resultados 
preliminares se basa en la comunicaciôn entre las sehales ICAM-1 y VCAM-1 en las células 
endoteliales y en las B-LLC a través de los ligandos respectivos, integrinas aLp2 (LFA-1) y a 4 p i 
(VLA-4). En ausencia de tratamiento EphA2-Fc, la sehalizaciôn a través de EphA2-EFNA4 
continua y la adiciôn de formas solubles de rh-ICAM-1 ô rh-VCAM-1 conduce al apagamiento 
de sôlo una de estas dos sehales, mientras que se mantiene la otra interacciôn entre célula B 
y endotelio. Sin embargo, en el tratamiento combinando de rh-ICAM-1 ô rh-VCAM-1 con 
EphA2-Fc sôlo se mantiene la comunicaciôn a través de una de las moléculas de adhesiôn 
probablemente manifestando su verdadero papel en la supervivencia. Asi, el tratamiento 
combinando de EphA2-Fc e rh-ICAM-1 dejan'a a la sehalizaciôn VCAM-1 actuar sola, 
manifestandose esta sehalizaciôn en un descenso de la muerte en los cultivos. Por el 
contrario, el tratamiento combinado de EphA2-Fc y rh-VCAM-1, pone al descubierto el papel 
de ICAM-1 relacionandolo con muerte. No obstante, serian necesarias nuevas aproximaciones 
para determinar si el papel de ICAM-1 y VCAM-1 en la apoptosis mediada por endotelios 
sobre las células B es di recto y/o a través de otros mediadores como podria ser Fas-L. En este 
sentido, las integrinas expresadas por las células B-LLC pueden mediar procesos de 
supervivencia dependiendo de las condiciones inductoras de apoptosis. Por ejemplo, en LLC, 
se encontrô que la integrina a4^1 (VLA-4) podia rescatar de apoptosis células B-LLC 
cultivadas sobre fibronectina y en condiciones pro-apoptôticas de bajo contenido de suero en 
el medio de cultivo, mientras que no lo hacia frente a otras sehales pro-apoptôticas como las 
mediadas por Fas (Garcia-Gila y cols., 2002).
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Perspectivas futuras
En base a los resultados obtenidos y como hemos tratado de poner de manifiesto a lo 
largo de la presentaciôn de este estudio, son muchos los interrogantes que ban surgido tanto 
en relaciôn con la expresiôn y posible funciôn de Eph/EFN en células B-LLC y en células B 
como de la LLC en si misma y la posibilidad de su extrapolaciôn a la normal fisiologia del 
linfocito B. Hemos profundizado en algunos de ellos pero, evidentemente, otros muchos han 
quedado inexplorados o estamos haciéndolo actualmente, como hemos tratado de reflejar 
puntualmente en resultados y/o discusiôn. Concretamente, queremos remarcar algunos 
aspectos porsu importancia:
1.- Pensamos que Eph/EFN podrian ser biomarcadores en otros SLPC pendientes de 
explorar.
2 - Actualmente, estamos ampliando nuestro estudio de expresiôn de Eph/EFN en LLC, 
estableciendo estudios conjuntos con hospitales de otras localizaciones geograficas 
(ampliando la poblaciôn muestral) y bajo la supervisiôn y consejo de especialistas 
clfnicos expertos en esta patologfa, como los que han participado, directa o 
indirectamente, en el présente estudio, con el fin de confirmer su potencialidad como 
biomarcadores y/o dianas terapéuticas, tanto para los miembros destacados como para 
otros que no ha sido posible relacionar de forma significativa con la enfermedad como 
EphA4, EphaS, EphAlO, EphAl ô EFNAl, pero cuya expresiôn diferencial en LLC 
queremos clarificar. Concretamente: a.- considerando la expresiôn de formas de 
splicing alternative para todos los miembros en los que estas son actualmente 
conocidas; b.- reevaluando la expresiôn en nuevas muestras de los pacientes incluidos 
en el estudio de expresiôn, con el fin de relacionarla con su evoluciôn clinica y la posible 
apariciôn de cambios moleculares relevantes (alteraciones citogenéticas, expresiôn de 
ZAP-70, segmentes V-D-J de Ig y mutaciones somaticas) asi como en relaciôn con otros 
indicadores clinicos que no han podido ser del todo evaluados como LDH, TK y p2M, 
como indicadores de actividad tumoral o , por su valor predictive, en relaciôn con la 
respuesta a tratamiento; c.- nuevos analisis de expresiôn en grupos de pacientes 
seleccionados acorde a caracteristicas citogenéticas de alto riesgo como dell7p o 
d e lllq  frente a pacientes eusômicos, y respuesta a tratamiento, comparando células B- 
LLC del mismo paciente extraidas de distintas localizaciones tisulares (sangre periférica 
y, hasta donde sea posible, médula ôsea y/o linfoadenopatias).
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3 -  No descartamos que, como mostraban los estudios de inmunofluorescencia en las 
linfoadenopatias, otros tipos celulares como linfocitos T o células estromales puedan 
interaccionar con las células leucémicas a través de Eph/EFN, como EphA4 en los 
primeros o EphA3 en las segundas, y su posible papel en los pseudofoliculos, sobre lo 
cual ya tenemos resultados preliminares {Trinidad et al., DIFHEMAT, Madrid, CNIO, 
2009; articule en preparaciôn).
4.- Actualmente, estamos analizando in vivo, en modèles xenogénicos con ratones 
N0D-SCID-ll2Rg-/- inoculados con células B-LLC humanas, si el bloqueo/sehalizaciôn a 
través de EFNA4 modula los patrones de migraciôn a médula ôsea, ganglios y bazo, por 
su posible utilidad terapéutica.
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Conclusiones
En relaciôn con los objetivos planteados, nuestros resultados sugieren las siguientes 
conclusiones:
1.- El patrôn de expresiôn de Eph/EFN en B-LLC de sangre periférica esta mas 
relacionada con la de linfocitos B sanos activados in vitro o con la de los linfocitos B 
aislados de ganglios linfaticos, confirmando que las B-LLC presentan un fenotipo 
activado.
2.- La expresiôn de determinadas Eph/EFN en LLC, podria ser utilizada como marcador 
de pronôstico de la enfermedad; concretamente:
2.1.- Neoexpresiôn de EphB6 (ARNm y protema) en B-LLC: se asocia con mal 
pronôstico.
2.2.- Sobre-expresiôn de EFNA4 en células B-LLC en comparaciôn a linfocitos B 
sanos, es menor en pacientes en estadios avanzados (riesgo intermedio y alto) 
principalmente en aquéllos que presentan linfoadenopatias.
2.3.- Expresiôn de EphAl y su ligando, EFNAl, se asocian con una condiciôn 
clinica favorable: menor contenido en ARNm de ZAP-70 y baja linfocitosis para el 
receptor y ausencia de linfoadenopatia y estadio de riesgo bajo, para el ligando.
2.4.- Otras moléculas expresadas diferencialmente en LLC como EphA4, EphAS ô 
EphAlO, que no han sido estudiadas en profundidad en nuestro trabajo, podrian 
considérarse también en un futuro como marcadores de pronôstico de la 
enfermedad.
2.5.- Células B-LLC procedentes de linfoadenopatias muestran un patrôn 
especifico de Eph/EFN, ausencia de EphA3, EphA5, EFNAl ô EphBl y presencia de 
EphAS, EphB2, EphB3 y EphB4, no encontrado en células B aisladas de ganglios 
control.
3.- La sehalizaciôn reverse en linfocitos B détermina un proceso autônomo de 
repulsiôn celular, que en células leucémicas B-LLC, con sobre-expresiôn de EFNA4, se 
traduce en acumulaciôn de estas células en la sangre periférica de los pacientes.
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4.- Este proceso de repulsion esta mediado por una menor adhesion a los endotelios 
probablemente mediada por integrinas como aLp2 (CDlla/CD18) ô a 4 p l 
(CD49d/CD29) y CD44, asi como por una regulaciôn negativa de la quimiotaxis 
mediada por CCR7. En conta cto con endotelios, EFNA4 también modula 
negativamente de forma no autônoma la transmigraciôn dirigida por CXCL12 ô 
CXCL13.
5.- Resultados preliminares sugirieron, aunque necesitan confirmaciôn que este 
mismo mecanismo de repulsion entre células B-LLC y endotelios podria proporcionar 
una forma de escape de la muerte a las células leucémicas circulantes.
6.- Nuestros resultados sugieren un papel para las interacciones EphA2-EFNA4 en la 
diapédesis o migraciôn transendotelial de las células B leucémicas, que también 
podrian estar implicadas en la migraciôn de linfocitos B sanos a través de HEV en los 
ganglios linfaticos.
7.- El contacto entre células endoteliales primarias, HUVEC, y células B, tanto sanas 
como leucémicas, reduce la supervivencia linfoide, mientras que con lineas celulares 
endoteliales, EA.hy926, la promueve.
8.- La supervivencia de las células B, tanto sanas como leucémicas, es mayor en 
presencia de células endoteliales vivas, tanto HUVEC como EA.hy926, sugiriendo un 
papel en la supervivencia de factures solubles liberados por las endoteliales y/o de 
moléculas implicadas en la comunicaciôn célula a célula.
9.- A s i, la aparente capacidad pro-apoptôtica del endotelio primario (HUVEC) esta 
mediada por la interacciôn EphA2-EFNA4 que modula las interacciones ICAM-l/LFA-1 
y VCAM-l/VLA-4, aunque sin duda otras moléculas deben estar implicadas en el 
proceso.
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Anexo II
Tabla 1. Anticuerpos conjugados directamente a fluorocromo. Todos los anticuerpos son de 
isotipo IgG, estàn desarrollados en raton contra hum ano.
Anticuerpo Caracten'sticas FL-1 FL-2 FL-3 FL-4
CD3
Fluorocromo
Casa Comercial 
Oon
FITC
BD Biosciences  
UCHTl
PE
BD Biosciences  
HIT3a
PE-CyS
BD Biosciences  
HIT3a
APC
BD Biosciences  
UCHTl
CD5
Fluorocromo 
Casa Comercial
Clon
PE-CyS 
BD Biosciences
UCHT2
CDIO
Fluorocromo
Casa Comercial 
don
FITC
BD Biosciences  
W8E7
CDlla
Fluorocromo 
Casa Comercial
Clon
APC 
BD Biosciences
H l l l l
CD18
Fluorocromo
Casa Comercial 
don
PE-CyS
BD Biosciences  
6.7
CD19
Fluorocromo 
Casa Comercial
Clon
FITC 
80 Biosciences
HIB19
PE
BD Biasciences
HIB19
PE-CyS 
BD Biosciences
HIB19
APC 
BD Biosciences
HIB19
CD23
Fluorocromo
Casa Comercial 
don
PE
BD Biosciences  
M-L233
CD29
Fluorocromo 
Casa Comercial
Clon
PE
Immunostep
V Jl/14
APC 
BD Biosciences
MAR4
CD31
Fluorocromo
Casa Comercial 
don
Alexa Fluor*488
BD Biosciences 
MD89D3
Alexa Fluor*647
BD Biosciences  
M89D3
CD38
Fluorocromo 
Casa Comercial
Clon
APC 
BD Biosciences
HIT2
CD40
Fluorocromo
Casa Comercial 
don
FITC
BD Bio science s 
SC3
CD44
Fluorocromo 
Casa Comercial
Clon
FITC
BD Biosciences/ 
Immunostep
G44-26/HP2/9
CD49d
Fluorocromo
Casa Comercial 
don
PE-Cy5
BD Biosciences 
9F10
CD54
Fluorocromo 
Casa Comercial
Clon
PE-CyS 
BD Biosdences
HA58
CD62L
Fluorocromo
Casa Comercial 
don
PE
BD Biosciences  
Dreg 56
CD106
Fluorocromo 
Casa Comercial
Clon
APC 
BD Biosciences
51-10C9
ZAP-70
Fluorocromo
Casa Comercial 
don
PE
BD Biosciences  
IE7.2
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Tabla 2. Anticuerpos purificados para aislamientos y estimulaciones. Todos los anticuerpos  
son de isotipo IgG, estan desarrollados en raton contra hum ano, a excepciôn a -h -lg M  esta 
desarro llado en cabra.
Anticuerpo Casa Comercial Clon
C02 BD Biosciences RPA-2.10
CD3 BD Biosciences HIT3a
C05-b BD Biosciences UCHT2
CD13 BD Biosciences WM15
C014 BD Biosciences M5E2
CD 19 BD Biosciences HIB19
C019-b Immunostep A3-B1
CD28 BD Biosciences CD28.2
CD31 BD Biosciences WM59
CD56 BD Biosciences B159
Jackson Immuno
IgM Research Policlonal
Tabla 3. Anticuerpos Eph/EFN.
Anticuerpo Casa Comercial Referenda Dominio Desarrollado en Reconoceespecie Clon Isotipo
EFNA4-b R&D Systems BAF369 extracelular cabra a-humano Policlonal IgG
EFNA4 R&D Systems AF369 extracelular cabra a-humano Policlonal IgG
EphA2
EphA2
EphAS
EphA4
R&D Systems
Santa Cruz Biotechnology 
Santa Cruz BJotedmàlo^
Santa Cruz Biotechnology
AF3035
SC-924
SC-920
SC-921
exUacelular
intracelular
extracelular
intracelular
cabra
conejo
conejo
conejo
a-humano
a-ratôn 
(humano) 
œhumano 
(ratdn )
a-humano 
(raton )
PoHdonal
Policlonal
PoMdonal
Policlonal
IgG
IgG
IgG
IgG
EphA8-b R&D Systems BAF454 extracelular cabra a-ratén Polidonal IgG
EphB6 R&D Systems AF3384 extracelular oveja a-humano Policlonal IgG
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A nticuerpos y Proteinas
Tabla 4. Protemas recombinantes Eph/EFN.
Proteina Expresado en CasaComercial Referenda
[structura de la molécula 
N-term ina l C-term inal
EFNA4-FC Unea celuiar de mieloma de ratôn R&D Systems 369-EA Humana Homodimero lEGRMD Fc HHHHHH
EphA2-Fc L in e a  c e lu ia r  d e  m ie lo m a  d e  r a tô n R & D  S ystem s 6 3 9 -A 2 M u r in a H o m o d im e r o lE G R M D Fc H H H H H H
NOTA: El dominio extracelular de EphA2 humano comparte una semejanza con el de raton mayor al 92%.
Tabla 5. Protemas y anticuerpos secundarios. Los anticuerpos aqui citados son policlonales.
Molécula/ Anticuerpo Casa Comercial Fluorocromo
SAV
Jackson-ImmunoResearch
M o le cu la r Probes, Inv itroge n  
Molecular Probes, Invitrogen
Alexa F luor ® 405 
Alexa Fluor •  488
Burro-a-cabra-lgG
M o le c u la r Probes, Inv itroge n  
Molecular Probes, Invitroger)
Alexa F luor ® 488 
Alexa Fluor •  546
Burro-a*conejo-igG
M o le c u la r Probes, Inv itroge n  
Molecular Probes, Invitrogen
Alexa F luor ® 488 
Alexa Fluor •  546
Burro-a-rat6n-lgG M o le cu la r Probes, Inv itroge n Alexa F luor ® 488
Tabla 6. Anticuerpos secundarios a-Histidina.
Anticuerpo Casa Comercial Clon Desarrollado en Isotipo
a-poii-Histidina>b R&D Systems ADL1.10 Ratôn IgGi
a-poli-Histidina-FITC A bD  Serotec ADl.1.10 Ratôn IgGi
a-Histidina-PE R&D Systems ADl.1.10 Ratôn IgGi
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Anexo III Tampones y Soluciones
Tampones para RT-PCR
TAE Ix Tampon de carga
>  40  m M  Tris-Acetato (P an re ac S .A .) >  20 mL de H2O destilada
>  1,142 mL de Âcido Acético Glacial 99,5% >  20 mL de Glicerol {S igm a -A ldrich)
{Panreac) >  0 ,1  g de Azul de Bromofenol {Sigm a -A ldrich)
>  1 m M  EDTA (pH = 8,0; MECRK, A le m a n ia ) >  0 ,1  g de Naranja de Acridina {S igm a -A ldrich)
>  Diluido en H2O M illi-Q >  0 ,1  g de Cianol Xileno {Sigm a -A ldrich)
Tampon Salino Fosfato
PBSIX PBS-EDTA-FCS
>  8,4 m M  Na2HP0 4  {P anreacS .A .) >  1% suero fetal de ternera (PCS; In v itro g en ),
>  2 ,6 m M  NaH2P0 4  {P anreacS .A .) >  diluido en PBS-EDTA
>  150 m M  NaCI {P an reacS .A .)
>  Diluido en H2O M illi-Q PBS-FACS
>  pH = 7 ,2 -7 ,4 >  2,5 m M  EDTA (pH = 8,0; MECRK)
>  0,1%  de BSA {Sigm a -A ldrich)
PBS-EDTA >  0 ,01%  de acida {P anreac)
>  5 m M  EDTA (pH = 8,0; MECRK) >  Diluido en PBS IX
>  Diluido en PBS IX
PBS-BSA (0,5% de BSA) para inmuno-histoquimicas
PBS-EDTA-TRIPSINA >  0 ,5  % peso/volum en de BSA {Sigm a -A ldrich)
>  Trispsina {Sigm a -A ldrich)5  veces diluida >  Diluido en PBS IX
>  en PBS - EDTA
Tampon para tinciôn con Anexina
Tampon -Anexina
>  10 m M  HEPES (pH =7,4; Sigm a -A ldrich)
>  140 m M  NaCI {P an reacS .A .)
>  2,5 m M  CaCl2 {P anreac S.A.)
>  Diluido en H2O M illi-Q
Medios de cultivo
PRMI-Experimento
PRMI-Completo >  RPMI 1640 {S igm a -A ldrich)
>  R P M I1640 {S igm a -A ldrich) >  1% suero fetal de ternera (PCS; In v itro g en )
>  10% PCS suero fetal de ternera {Pelco >  1 m M  L-Glutamina {Sigm a -A ldrich)
In te rn a tio n a l, C a liforn ia , Estados Unidos) >  100 pg/m L Estreptomicina {Sigm a -A ldrich)
>  1 m M  L-Glutamina {S igm a -A ldrich) >  100 U /m L Penicilina (S/g/TJO-A/c/r/c/j)
>  100 pg/m L Estreptomicina {S igm a -
A ldrich) PRMI-Tripsina
>  100 U /m L Penicilina {Sigm a -A ldrich) >  Trispsina {S ig m a -A ld ric h )6 \\u \à a  S veces en
>  RPMI 1640 {Sigm a -A ldrich)
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Tabla 1. Cebadores para EphA. La localizaciôn crom osôm ica para cada una de las m oléculas a 
am p lificar se detalla  de cada una de ellas.
Molécula
diana
Extreme
Cebador Secuencia Cebadores
Ne de 
bases
Producto
ADNg
(bp)
Producto
ADNc
(bp)
EphAl
7q34
5' GCCACCATCTGTACCTGTGA 20
659 357
3 CTGACACTCCAT I TTGGGC1 20
EphA2
lp36
5' GAACAACTGAAGCCCCTGAA 20
402 290
3 ATGATGTTGTGGTGGCTGAA 20
EphA3
3 p ll.2
5' CCAGCAACATGGATTGTCAG 20
909 1150
3 CAAACTGTCGAGGGAGGAAG 20
EphA4
2q36.1
5' TGACGCATCCTGCATTAAGA 20
9242 516
3 ATAGGAATCTTGCCACCCCT 20
EphAS
4q l3.1
5' ATCCCAATCAAG CTGTCCAC 20
14411 345
3 GIGAACIGCCCAICGI 1 1 1 1 20
EphA?
6ql6.1
5' GACCAAGAAGGCGATGAAGA 20
6404 399
3 IGCAICIAGGGCICCAITI 1 20
EphAS
lp36.12
5' TCCCAGAGCCCCAGTTCTAT 20
475 276
3 ATGTTGGGATGGTCGAATTG 20
EphAS
lp36.12
5' TGCCACTGTGACCTCAGCTA 20
2845 610
3 ACACTAGCCTGCCTCTGAGC 20
EphAlO
lp34.3
5' CCAAGTGTGCCCTGACTACCTGTC 24
990 219
3 GTTCAGCCAAAGAGATGCCTAGGCTCAC 28
Tabla 2 Cebadores para EphB. La localizaciôn crom osôm ica para cada una de las m oléculas a 
am p lificar se detalla  de cada una de ellas.
Molécula
diana
Extreme
Cebador Secuencia Cebadores
Ne de 
bases
Producto
ADNg
(bp)
Producto
ADNc
(bp)
EphBl 5' CTTAACATCATTCG CCTG GA 20
66544 1072
3q21-q23 3 GAGAAATGGAGATTGCCTGC 20
EphB2 5' TACAGAG C AG ACCTG G ACCC 20 1974 290
Ip36.1-p35 3 GAAGGTGTACTGGGTGTGGG 20
EphB3 5' TG AGTTCATG GAAAACTG CG 20 707 240
3q21-qter 3 GTAG GATCGGAG G G GTCATC 20
EphB4 5' GAGAGCTGTGTGGCAATCAA 20
5363 214
7q22 3 GAACTGTCCGTCGTTTAGCC 20
EphBS 5' GATTGAGGAGGTCATTGGGA 20 2514 1022
7q33-q35 3 GTTGCTGAAGGAGCTGGATG 20
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Tabla 3. Cebadores para EFNA. La localizaciôn crom osôm ica para cada una de las m oléculas a 
am plificar se deta lla  de cada una de ellas.
Molécula
diana
Extreme
Cebador Secuencia Cebadores
N9de
bases
Producto
ADNg
(bp)
Producto
ADNc
(bp)
EFNAl
Iq21-q22
5' ACCCAGACCCATAGGAGACC 20
6300 828
3 ATACTGACCCGTTl IGAGGC 20
EFNA2
19pl3.3
5' CTACATCTCTGCCACGCCTC 20
- 3003 GCGTCTCTATTTG GTCTCG G 20
EFNA3
Iq21-q22
5' ATCTGGATATTTACTGCCCGC 21
1407 544
3 CTAGGAGGCCAAGAACGTCA 20
EFNA4
Iq21-q22
5' GGAACTCCAGTAACCCCAGG 20
5123 362/528
3 ATCTTGGGAGGACTCTGGCT 20
EFNA5
5q21
5' CTTCTCGCTCTCCTACCCCT 20
289543 872
3 TAATGTCAAAAGCATCGCCA 20
Tabla 4. Cebadores para EFNB. La localizaciôn crom osôm ica para cada una de las m oléculas a 
am plificar se detalla  de cada una de ellas.
Molécula
diana
Extreme
Cebador Secuencia Cebadores
N9de
bases
Producto
ADNg
(bp)
Producto
ADNc
(bp)
EFNBl
Xql2
5' GGAGAAGAGCGACACCGAAG 20
11048 12133 CG G G CACTC AG ACCTTG TAG 20
EFNB2
13q33
5' CATGGCTGTGAGAAGGGACT 20
41981 1059
3 AGGCATCGGGACATTAGGTG 20
EFNB3
17pl3.1
5' CCTTTTGCTGAATTGATCCCT 21
- 1385
3 ATTAAACTGGAGGAGCACCC 20
Tabla 5. Otras moléculas de interés. La localizaciôn crom osôm ica para cada una de las 
m oléculas a am plificar se deta lla  de cada una de ellas.
Molécula
diana
Extreme
Cebador Secuencia Cebadores
N9de
bases
Producto
ADNg
(bp)
Producto
ADNc
(bp)
p-Actina
7p22
5' AGAGATGGCCACGGCTGCTT 20
652 445
3 ATTTGCGGTGGACGATGGAG 20
ZAP-70
2ql2
5' CAGCTGGACAACCCCTACAT 20
2521 415
3 ACATG GTG ACCCCATAG CTC 20
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Tabla 6. Cebadores para Q-RT-PCR. La localizaciôn crom osôm ica para cada una de las 
m oléculas a am plificar se deta lla  de cada una de ellas.
Molécula
diana
Extreme
Cebador Secuencia Cebadores
N9de
bases
Producto
ADNc
(bp)
EFNa4-L
Iq21-q22
5' CCCTCGGCTTTGAGTTCTTAC 21
137
3 CAACAG GATGGGCTGACT 18
EFNA4-S
Iq21-q22
5' TACTACTACATCTCGGTGCCCACT 24
96
3 GGAGGACTCTGGCTCTCCTC 20
P-Actina
7p22
5' CTTCCTGGGCATGGAGTC 18
216
3 GTACTTGCGCTCAGGAGGAG 20
ZAP-70
2q l2
5' CAGCTGGACAACCCCTACAT 20
214
3 CACGGTGCACAAAGTTCTTC 20
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Anexo V

Tabla 1. Expresiôn de Eph/EFN de los 82 pacientes evaluados mediante RT-PCR.
Anexo V
MUESTRA
B-LLC-SP
EFN Eph EFN Eph
A l A3 A l A4 A2 A8 AlO B2 B1 B2 B3 B4 B6
1
2 + +
+
+ + + +
3 + + - + - - + - + - - - +
4 + + - + + - + - + - - - +
5 + + - - - - + - - - - - -
6 - - - + - - - - - - - - +
7 + - - - + - + - - - - - +
8 - - - - + - + - + - - - +
9 - - - - + - + - + - - - +
10 - - - - - - + - + - - - -
11 - - - + + - + - - - - - +
12 - + - + + + + - - - - - +
13 - + - - - - + - - - - - +
14 + + + + + - + - + - - - +
15 - - + + + + + - - - - - -
16 - + - + + + + - - - - - +
17 - - - - - - + - - - - - -
18 - + - + - - + - - - - - +
19 - + - + - - + + - - - - +
20 - +
21 - - - + + - + + + + + - +
22 - + - + + + + - + - - - +
23 + + - - + - + - + - - - -
24 - + - - + - + - + - - - +
25 - - - + + - + - - - - - +
26 + + - + - - + + - - - - -
27 - - - + + - + - - - - - +
28 + - - - - - + - - + - - +
29 - - - + + - + - + + - - +
30 + + - + - + + + - + - - -
31 - - - + - - - - - - - - -
32 - - - - - - + - - - + - -
33 + + - + - + + - + - - - +
34 + + - + + - + + + + - - +
35 + + - + - - + + + - + - -
36 - - - + + - + - + - - - -
37 - - + - - + - - - - - - -
38 - - + - - + - - - - - - -
39 - + - - - - + + - - - - -
40 - - - - - - + - - - - - -
41 - - +
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MUESTRA
B-LLC-SP
EFN Eph EFN Eph
A l A3 A l A4 A2 A8 AlO B2 B1 B2 B3 B4 B6
42 - - - - - - + - - - - - -
43 - - - - - - + - - - - - +
44 - - - - - - + - - - - - -
45 - - - - - - + - - - - - -
4 0
47 - - - - - - + - - - - - +
48 - - - - - + + - - - - - +
49 - - - + - - + - - - - - -
50 - - - - + - + - - - - - +
51 - - - - - - + + - - - - +
52 - - - - - - + - - - - - +
53 - - - - - - + - - - - - -
54 - - - + - - + - - - - - +
55 - - - - + - + - - - - - -
56 + - - + + + + - - + - - +
57 - - - - - + + - - - - - +
58 - + - + - + - + - - - - -
59 - - + - + + + - - - - - -
60 - - - - + - - - - - - - -
61 - - + - - - - - - - - + -
62 - - + - - - - - - - - - -
63
64 - - + - - - + - - - - + -
65 - - - - + - - - - - - - -
66 - - - - - + - - - - + - +
67 - - - + - - - - - - - - -
68 - - + - - - - - - - - + -
69 - - + - + - - - - - - - -
70 - - + - - + - - - - + - -
71 - - - + - + - - - - - - -
72 + - - - - - + - - + - - -
73
74 - - - - - + - - - - - - +
75 - - - - + - - - - - - - -
76 - - - - - + - - - - - - -
77 - - - + - + + - - - - - -
78 - - - - - - - - - - - - +
79 + + - + + + - - - - - - +
80 - - - + + + - - - - + - +
81 - + + + + + + + - - + - -
82 - - - + - + + - - - - - -
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Abstract
Increasing information relates some Eph receptors and their ligands, ephrins (EFN), with the immune system. Herein, we found that normal 
B-cells from peripheral blood (PB) and lymph nodes (LN) showed a differential expression of certain Eph/EFN members, some of them 
being modulated upon in vitro stimulation including EFNAl, EFNA4, EphB6 and EphAlO. In contrast, PB CLL B-cells showed a more 
heterogeneous Eph/EFN profile than their normal PB B-cell counterparts, expressing Eph/EFN members frequently found within the LN 
and activated B-cells, specially EFNA4, EphB6 and EphAlO. Two of them, EphB6 and EFNA4 were further related with the clinical course 
of CLL patients. EphB6 expression correlated with a high content of ZAP-70 mRNA and a poor prognosis. High serum levels of a soluble 
EFNA4 isoform positively correlated with increasing peripheral blood lymphocyte counts and lymphadenopathy. These findings suggest that 
Eph/EFN might be relevant in normal B-cell biology and could represent new potential prognostic markers and therapeutic targets for CLL. 
© 2008 Elsevier Ltd All rights reserved.
Keywords: Eph receptors; Ephrin; B lymphocyte; CLL; Leukemia
1. Introduction
Eph (erythropoietin producing hepatocellular carcinoma) 
receptor tyrosine kinases and their membrane bound ligands, 
the ephrins (EFNs), the largest fam ily o f receptor tyrosine 
kinases, are largely known for their role in coordinating cell 
movements and positioning mainly in embryonic patterning, 
axon path-finding and vascular remodelling [1-3]. Eph recep­
tors are type-I trarsmembrane proteins with an extracellular 
domain involved in ligand interaction and a cytosolic domain 
with tyrosine kinase activity. They can be divided into two 
families, EphA (rine members in humans) and EphB (six 
members), depending on the similarity w ithin each group
* Corresponding autior at: Dpto. Biologia Celuiar, Faculty of Biology, 
Universidad Complutense de Madrid, Ciudad Universitaria S/N, 28040 
Madrid, Spain. Tel.: +34 913 94 49 79; fax; +34 913 94 49 81.
E-mail address: zapata@bio.ucm.es (A.G. Zapata).
0145-2126/$ -  see froit matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved. 
doi:10.1016/j.leukres.:008.08.010
o f the extracellular domain sequences and on the affinity 
for binding either EFNs o f type A  (five members), which 
are glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchored to the cell 
membrane, or o f type B (three members), which have a single 
transmembrane domain. W ith a few exceptions, both Ephs- 
A  and -B promiscuously bind different ligands w ithin their 
respective class. Their engagement could result in bidirec­
tional signalling, involving both Eph- and EFN-expressing 
cells, causing either cell-to-cell repulsion or adhesion [4]. 
Accordingly, Eph/EFNs may act themselves as cell-to-cell 
adhesion molecules but they can also modulate and be mod­
ulated by other cell adhesion molecules [1].
In the last years, there is increasing interest for the role 
played by Eph/EFNs in the immune system, specially for their 
effects on T lymphocytes [5-9]. W ithin the B-cell compo­
nent o f lymphoid system, the Eph/EFN effects are marginally 
known. EFNA4 is expressed in mature B lymphocytes [10] 
whereas EphA4 and EphA7 mRNAs are expressed in mature
Vtem m  ptm  as: A W m o C  L M , a t a t. Bqpmsàm ai œ çqptors mâ % an d b  k fmtam B
-3184; N&(^Pa#wl2
L.M. Alonso-C et al. /Leukem ia Research xxx (2008) xxx-xxx
and immature human B-cells, respectively [11]. On the other 
hand, deregulated expression o f several Eph/EFNs occurs 
in human cancers in correlation with increased invasive­
ness, metastatic potential or neoangiogenesis [12-14] and 
expression o f some Eph/EFNs in different B-cell and T- 
cell leukemia/lymphoma cell lines has also been reported 
[15-17]. An extensive analysis on their expression and possi­
ble involvement in lymphoproliferative disorders is, however, 
lacking.
We therefore analyzed comparatively the Eph/EFN 
expression profile in normal human B lymphocytes and in 
chronic lymphocytic leukemia (CLL) cells, an heterogeneous 
lymphoproliferative disorder in terms o f clinical course and 
outcome where better prognostic markers are necessary. A  
differential expression o f certain Eph/EFN members in C LL 
B-cells, mainly those expressed by activated normal B lym ­
phocytes, was found to be partially correlated with disease 
outcome.
2.2. Cultures
B-cell cultures were carried out in RPMI-1640 medium con­
taining 10% foetal calf serum, 1 mM sodium pyruvate, 1 mM 
L-Gln with or without goat anti-human IgM F(Ab)2  fragments 
(0.5 p,g/mL) (Jackson Immunoresearch, UK) or lipopolysaccharide 
(LPS, 1 p.g/ml, SIGMA).
2.3. Western blot
Sera from CLL or healthy donors were first depleted of most 
human serum albumin (HSA) (SwellGel, Pierce). Then, 20-40 p.g 
total protein from the resulting HSA depleted sera were run under 
reducing conditions in routine SDS-PAGE, blotted onto PVDF 
membranes (Immovilon-P membranes, Millipore) and incubated 
with a biotinilated anti-human EFNA4 Ab (R&D) followed by an 
streptavidin-horse radish peroxidase conjugate (SAV-HRPO) and 
chemiluminescence reagent (ECL Plus reagent, Amersham). X-ray 
films (Kodak) were exposed for different times. The exposed films 
were finally digitalized with an HP scarmer.
2. Materials and methods
2.1. Patients and tissue samples
Chronic lymphocytic leukemia cases were diagnosed accord­
ing to standard morphologic and immunophenotypic criteria. All 
patients gave written informed consent to be involved in the study, 
which was approved by the Ethics and Research committees of 
our Institutions and with the principles of the Helsinki Declaration. 
According to modified Rai classification into low (Rai 0), interme­
diate (Rai 1 and 2) and high (Rai 3 and 4) risk categories, the 83 
CLL patients examined in the study were distributed, at the moment 
of blood sampling, as follows: 36 were at low risk; 37 were at inter­
mediate risk; and 10 cases were at high risk. Besides, 54 patients 
had progressed from diagnosis, 8 patients showed stable disease for 
more than 3 years and the remaining 21, all of them at low risk at 
sampling, were recently diagnosed. A progressive disease was con­
sidered when patients progressed in stage and/or had a lymphocyte 
duplication time in less than 12 months and/or required treatment 
due to the appearance of disease-related symptoms.
B-cells, either from healthy donors or CLL patients, were 
enriched from peripheral blood samples first by density centrifu­
gation of blood onto Histopaque 1.077cushion (SIGMA, Spain). 
Next, most T-cells were depleted by resetting with AET treated 
sheep erythrocytes and the obtained negative fraction was further 
depleted of monocytes (CD 14+), residual T and NK cells (CD2+) 
and granulocytes (CD 13+) by pre-incubating the cells with the cor­
responding monoclonal antibodies (Ab) for the indicated antigens 
(BD-Pharmingen), followed by secondary species specific antibod­
ies conjugated to MACS (Miltenyi Biotech, Germany) and final 
depletion passing the cell suspensions through an AutoMACS cell 
separator (Miltenyi Biotech, Germany). The enriched leukemic pop­
ulation was then isolated through a final step of positive selection 
with an anti-CD5 Ab plus MACS conjugated appropriate secondary 
antibodies. By this way, the final CLL cell preparations were mainly 
CD19+CD5+ cells.
A similar protocol was conducted to isolate B-cells from lymph 
node samples, which were always small fragments from benign 
reactive lymph nodes.
2.4. Flow cytometry analysis
Cell surface immunostainings were carried out by incubating 
the cell suspensions with Abs in cold PBS, containing 0.1% bovine 
serum albumin (BSA) and sodium azide, at a final concentration of 
2x10^ cells per 50 p.L of this buffer solution. Firstly, cell suspen­
sions were incubated with Fc fragments of human IgG Igs, then 
with an anti-EphB6 polyclonal Ab followed by incubation with 
AlexaFluor-488 conjugated anti-goat IgG secondary Ab. When bio­
tinilated forms of the anti-EphB6 or -EFNA4 polyclonal Ab were 
employed, the cell suspensions were pre-incubated with Fc frag­
ments of human IgGs as well as with purified goat IgGs, then the 
biotinilated antigen specific Abs followed by SAV-Alexa fluor 488. 
Finally, anti-CD5 and -CD 19 monoclonal Ab, conjugated to PE or 
APC, respectively, were added to the cell suspensions in the pres­
ence of purified mouse IgGs. Data were acquired in a FACScalibur 
flow cytometer (BD) and analyzed with CeUQuest software (BD).
Abs used was fluorochrome conjugated anti-CD19, anti-CD5, 
anti-CD3, anti-CD23 or anti-CD 10 (all from BD). Antn-EFNA4 or 
anti-EphB6 polyclonal Abs were from R&D, which were biotini­
lated by us with sulfo-NHS-biotin from Pierce. Second step reagents 
were SAV-Alexa fluor 488 (Invitrogen), SAV-APC (BD) or anti-goat 
Alexa fluor 488 (Fab'2 fragments of donkey IgGs preadsorbed with 
human and mouse Igs, from Invitrogen). Purified mouse., human (Fc 
fragments) and goat IgGs were from Jackson-I mmunoresearch.
2.5. ELISA immunoassays
Indirect ELISAs were carried out in order to quantify EFNA4 in 
serum. An anti-human EFNA4 goat polyclonal antisenum (R&D), 
capable of recognising different epitopes within the samte molecule, 
was used for both capture and detection of serum EIFN.A4 pro­
tein. For capture, the antiserum was used unconjugatted while a 
biotinilated form was used for detection. To detect the bound 
biotinilated antiserum, we used an SAV-HRPO conjugatie (Jackson- 
Immunoresearch). Serum samples were serially dilutedl twofold to 
eightfold before addition to ELISA plates. Recombiraani human 
EFNA4 (R&D) was employed as a standard and as a posittivecontrol. 
One hundred microliter of each fourfold serial dilutions of the stan-
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dard were tested, starting from 1.00 jig/mL, up to eight dilutions. 
Plates (MaxiSorp Nunc-Immunoplates, Nunc) were read at 405 nm 
(reference wavelength 492 nm) on a microplate reader (Bio-Tek 
Instruments). Standard curves were generated in order to determine 
the content of EFNA4 in serum (ng/ml).
2.6. RNA isolation and RT-PCR procedures
Total RNA was isolated from 1x10^ cells lysed in 1 mL Tri- 
Reagent (SIGMA). cDNA synthesis was carried out with 5 |xg total 
RNA per 20|xL final volume reactions (Superscript 111, Invitro­
gen). For all samples, cDNA quality was checked through PCR 
amplification of human 3-actin.
PCR amplifications were carried out with an AmpliTaq Gold 
polymerase (Invitrogen). Primer pairs for PCR amplifications were 
as follows:
EphAl (FW-GCCACCATCTGTACCTGTGA, RV-CTGACA- 
CTCCATTTTGGGCT);
EphA2 (FW-GAACAACTGAAGCCCCTGAA; RV-ATGATG- 
TTGTGGTGGCTGAA);
EphA3 (FW-CCAGCAACATGGATTGTCAG; RV-CAAACTG- 
TCGAGGGAGGAAG);
EphA4 (FW-TGACGCATCCTGCATTAAGA; RV-ATAGGAA- 
TCTTGCCACCCCT);
EphA5 (FW-ATCCCAATCAAGCTGTCCAC; RV-GTGAACT- 
GCCCATCGTTTTT);
EphA? (FW-GACCAAGAAGGCGATGAAGA; RV-TGCATC 
TAGGGCTCC ATTTT) ;
EphAS (FW-TCCCAGAGCCCCAGTTCTAT, RV-ATGTTGG- 
GATGGTCGAATTG);
EphAlO (FW-CCAAGTGTGCCCTGACTACCTGTC; RV-GT- 
TCAGCCAAAGAGATGCCTAGGCTCAC);
EphBl (FW-CTTAACATCATTCGCCTGGA; FV-GAGAAAT- 
GGAGATTGCCTGC);
EphB2 (FW-TACAGAGCAGACCTGGACCC; RV-GAAGGT- 
GTACTGGGTGTGGG);
EphB3 (FW-TGAGTTCATGGAAAACTGCG; RV-GTAGGAT- 
CGGAGGGGTCATC);
EphB4 (FW GAGAGCTGTGTGGCAATCAA; RV-GAAC- 
TGTCCGTCGTTTAGCC);
EphB6 (FW-GATTGAGGAGGTCATTGGGA; RV-GTTGCT- 
GAAGGAGCTGGATG);
EFNAl (FW-ACCCAGACCCATAGGAGACC; RV-ATACTG- 
ACCCGTTTTGAGGC);
EFNA2 (FW-CTACATCTCTGCCACGCCTC. RV-GCGTCT- 
CTATTTGGTCTCGG);
EFNA3 (FW-ATCTGGATATTTACTGCCCGC; RV-CTAGGA- 
GGCCAAGAACGTCA);
EFNA4 (FW-GGAACTCCAGTAACCCCAGG; RV-ATCTTG- 
GGAGGACTCTGGCT);
EFNA5 (FW-CTTCTCGCTCTCCTACCCCT; RV-TAATGT- 
CAAAAGCATCGCCA);
EFNBl (FW-GGAGAAGAGCGACACCGAAG; RV-CGG- 
GCACTCAGACCTTGTAG);
EFNB2 (FW-CATGGCTGTGAGAAGGGACT; RV-AGGCAT- 
CGGGACATTAGGTG);
EFNB3 (FW-CCTTTTGCTGAATTGATCCCT; RV-ATTAA- 
ACTGGAGGAGCACCC);
P-Actin (FW-AGAGATGGCCACGGCTGCTT; RV-ATTTGC- 
GGTGGACGATGGAG);
•  ZAP-70 (FW-CAGCTGGACAACCCCTACAT; RV-ACATGG- 
TGACCCCATAGCTC).
A semiquantitative PCR was developed to determine positive 
and negative samples, through employing varying amounts of cDNA  
per PCR reaction and sample, normalizing to P-actin amplification. 
The PCR amplification conditions were 93 C for 5 min initial step 
followed by 40 cycles of 94 °C for 15 s, 58 C for 30 s and 72 C for 
30 s followed by 10 min at 72 C for final extension. PCR products 
were separated in 1.5% agarose gels, stained with EtBr and imaged 
with a GelDoc UV-illuminator (BioRad). Gels analyses were carried 
out with Quantity-One software (BioRad).
2.7. Cloning and nucleotide sequencing
EFN A4 PCR products were cloned onto plasmids for bacte­
rial transformation using the TOPO-TA cloning kit (Invitrogen). 
Nucleotide sequencing was carried out with AbiPrism-3730 
(Applied Biosystems).
2.8. Quantitative real-time PCR (Q-PCR)
Primers for human EFNA4, ZAP-70 and P-actin 
quantification by Q-PCR were as follows: EFNA4 L (FW- 
CCCTCGGCTTTGAGTTCTTAC; RV-CAACAGGATGGGCTG- 
ACT); EFNA4 S (FW TACTACTACATCTCGGTGCCCACT; RV- 
GGAGGACTCTGGCTCTCCTC); ZAP-70 (FW-CAGCTGGA­
CAACCCCTACAT; RV-CACGGTGCACAAAGTTCTTC); p- 
Actin (FW-CTTCCTGGGCATGGAGTC; RV-GTACTTGCGCTC- 
AGGAGGAG).
EFNA4 mRNA splice variants 1 and 2, corresponding to 
EFNA4L and EFNA4S isoforms, respectively, were quantified 
according to Vandenbroucke et al. [18J by employing discrimi­
nating primer pairs in order to obtain a single PCR product in 
each case (Fig. 1B). SyBR-Green PCR Mastermix (Applied Biosys­
tems) was employed to develop Q-PCR in an AbiPrism-7700 
machine (Applied Biosystems). Melting curves were generated 
after amplification. Ct values were determined with AbiPrism soft­
ware (Applied Biosystems). ACt values (the difference between 
the Cl value of a given target gene and that of a housekeep­
ing gene, Ctgenc -  Cthousekccpmg) Were compared between samples, 
considering that this measure is inversely related to transcript 
abundance. The abundance of each EFNA4 mRNA in the CLL  
samples was also expressed as jc-fold changes relative to nor­
mal PB B-cells as the calibrator (Comparative 2"^^^' method. 
Applied Biosystems). P-Actin amplification was used for normal­
ization.
2.9. Statistical analyses
Mean values were compared for quantitative data by two-sample, 
two-tailed Student’s /-test. The association between expression 
of each Eph/EFN member and clinical parameters was analyzed 
by Chi-square (% )^ test with Fisher’s exact correction. Simple 
regression tools were employed to determine correlations between 
continuous variables. SPSS 15.0 for windows was used for statistical 
analyses.
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Fig. 1. Normal human B-cells and CLL B-cells contain variable amounts 
of two mRNA isoforms for EFNA4. (A) Two differentially sized EFNA4 
PCR products (563 and 397 bp long, upper and lower band, respectively) 
were obtained from human B-cells which were designated EFN A4 L (long 
product) and EFNA4S (short product) [1-2: PB; 3—4: LN; 5-6: cultured PB 
B-cells (5, no treatment; 6, anti-IgM); 7: CLL B-cells]. (B) Q-PCR design 
used for discriminating both EFNA4 mRNA spliced variants (FW, forward 
primer; RV, reversal primer). (C) Comparison o f EFNA4 mRNA isoforms 
content in different B-cell preparations. Note that ACt values (Ct gene — Ct 
P-actin) are an inverse measure of mRNA content. Fresh PB B-cells con­
tained significantly more EFNA4L than EFNA4S while in vitro anti-lgM 
or LPS treatments led to an inverse situation, inducing a dramatic increase 
in EFNA4S. By contrast, LN B-cells contained slightly similar amounts of 
both EFNA4 isoforms. (D) The abundance of each EFNA4 transcript in 
PB CLL B-cell samples was determined through Q-PCR and expressed as 
x-fold amounts (2“ '^^*^*) compared to normal PB B-cells as the calibrator
3. Results
3 J . Normal human B-cells isolated from PborLN  
differed in the Eph/EFNs expressed
As determined by semi-quantitative RT-PCR, freshly iso­
lated healthy human B-cells from PB (six sanples) or LNs 
(four samples), expressed EFNA4 and Eph\4 in all ana­
lyzed samples but were negative for EFNA2, E ^ A 5 , EphAV, 
E FN B l, EFNB3 and EphB3 (Table 1). In addition, both 
populations expressed in common, although it different fre­
quencies, E p h A l, EphA2 and EphA3 (Table 1 while EphAS, 
EphB2 and EphB4 were only detected in tie PB B-cells 
and EFN A l, EFNA3, EphAS, EphAlO, EFNÎ2, EphBl and 
EphB6 were only observed in the LN  B-cells (Table 1). These 
results suggested a differentially regulated expression in the 
two healthy B-cell populations.
Two differentially sized PCR products wee obtained for 
EFNA4 (Fig. lA ). As determined by nucleotde sequencing 
o f the cloned products, the longest PCR iroduct corre­
sponded to EFNA4 transcript variant 1 (GtnBank access 
NM_005227.2), thereafter referred to as the long isoform 
(EFNA4-L) that encodes for a membrane bouid protein. The 
shortest product corresponded to EFNA4 traiscript variant 
2 (GenBank access NM_182689.1), thereafte referred to as 
the short isoform (EFNA4-S), presumably ceding for a sol­
uble isoform. We further determined, by Q-ÎCR, that both 
B-cell populations differed in the relative cmtent o f each 
EFNA4 isoform (Fig. 1C). Thus, the PB B-cells contained 
more EFNA4-L than -S while LN  B-cells coitained similar 
amounts o f both (Fig. 1C).
3.2. Different Eph/EFN expression pattern coild be 
partially related to the activation state o f heathy B-cells
Because Eph/EFNs are involved in lymphoryte activation 
[10,19,20], we analyzed whether the Eph/EIN expression 
profile observed in the studied normal B-cel populations 
could be related to their activation state. In orcer to test this, 
PB B-cells were cultured for 3 days alone or either with an 
anti-IgM antibody or LPS, a BCR-dependen and a BCR- 
independent stimulus, respectively. In the abseice o f stimuli, 
cultured PB B-cells lost the expression o f mcst Eph/EFNs, 
except EphA4 and EFNA4 and did not up-rtgulate others 
(Table 1 ). Both treatments induced the expressbn o f E F N A l, 
EFNB2, EphAlO and EphB6 in the PB B-cell:, all o f which 
were normally expressed by the LN  B-cells ('frble 1). Inter­
estingly, EphA8, expressed by fresh PB B-cels but not by 
LN  B-cells, was lost in any tested condition. Furthermore,
(value = 1.0, reference values for normal human B-cells are indicated by 
the cross-line intercept) (comparative ACt method, Appled Biosystems). 
Most PB CLL B-cell samples (>95%) were contained withn the lower-right 
quadrant indicating that they express less EFNA4L and mire EFNA4S than 
normal PB B-cells.
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Table 1
Eph/EFN expression in normal human B-cells and CLL B-cells as determined by RT-PCR
Fresh B-cells Cultured PB B-cells CLL B-cells
PB (total N=6) LN (total A = 4) N.S. (total A = 6) Anti-IgM (total A =  6) LPS (total A = 6) (Total A = 83)
No. positive (%) No. positive (%) No. positive (%) No. positive (%) No. positive (%) No. positive (%)
LFNAl - 4(100) - 6(100) 6(100) 15(18.07)
LFNA2 - - - - - -
LFNA3 - 2(50) - - - 22(2& 51)
LFNA4 6(100) 4(100) 6(100) 6(100) 6(100) 83 (100)
LFNA5 - - - - - -
LphAl 1 (16.67) 3(75) - 6(100) - 12(14.46)
LphA2 1 (16.67) 1 (25) - 6(100) - 3 0 (3 6  14)
LphA3 1 (16.67) 4(100) - - - -
LphA4 6(100) 4(100) 6(100) 6(100) 6(100) 3 3(39  76)
LphA5 - 3(75) - - - -
LphA7 — - - - - —
LphA8 6(100) - - - - 23 (27.71)
LphAlO - 4(100) - 6(100) 6(100) 56 (67.47)
LFNBl - - - - - -
LLNB2 - 2 (50 ) - 6(100) 6(100) 10(12.05)
LFNB3 - - - - - -
LphBl - 2(50) - - - 16(19.28)
LphB2 6(100) - - ■ 6(100) 7 (8.43)
LphB3 - - - 6(100) - 8 (9 ^ 4 )
LphB4 6(100) - - - 6(100) 3(3 .61)
LphB6 - 4(100) - 6(100) 6(100) 3 9(46  99)
-, no expressing cases; PB: peripheral blood; LN: lymph nodes; N/S: non-stimulated.
both stimuli dramatically increased the content o f EFNA4S 
isoform relative to EFNA4L, as determined by Q-PCR 
(Fig. 1C). Other Eph/EFNs were differentially modulated 
by the stimuli employed. EPS, but not anti-IgM, treatment 
sustained the expression o f EphB2 and EphB4 in the cul­
tured PB B-cells (Table 1). By contrast, anti-lgM treatment 
was able o f inducing EphA l, EphA2 and EphB3 expression 
(Table 1).
3.3. Eph/EFN expression in PB CLL B-cells
PB C LL B-cells, as normal B-cells, did not express 
EFNA2, EFNA5 or EphA7, but showed a more heteroge­
neous pattern o f expression than the normal B-cells (Table 1 ). 
Only EFNA4 was present in all samples (Table 1), con­
taining more EFNA4S and less EFNA4L than the normal 
PB B-cells (Fig. ID ), like LN  or activated B-cells. In line 
with this, the most frequently expressed Eph/EFNs in PB 
CLL B-cells were E phA l0 (68%) and EphB6 (48%), both 
mainly expressed by LN  and activated B-cells, while only 
28% cases expressed EphA8 (Table 1), largely associated 
to normal PB B-cells. Thus, considering the expression o f 
those Eph/EFN expressed by the in vitro activated B-cells, 
most CLL samples (80 out o f 83) exhibited an activated 
phenotype.
3.4. Eph/EFN expression and clinical features
CLL is an heterogeneous leukemia in terms o f c lin i­
cal outcome. Thus, we explored the possible relationships
between Eph/EFN expression and CLL clinical outcomes 
according to ZAP-70 content, disease progression, Rai 
stages, lymphocytosis and occurrence o f lymphadenopathy 
(Table 2a).
The occurrence of lymphadenopathy in CLL patients was 
inversely associated with the expression o f EFNAl (P< 0.05, 
Table 2a) and, to a lesser extent with EFN A3 or Eph 
B l, in the PB CLL B-cells. In addition, all CLL cases 
presenting lymphadenopathy contained significantly more 
EFNA4-S than in others (P < 0.001, Table 2b) while EFNA4 
L levels slightly differed between both clinical situations 
(Table 2b).
According to the modified Rai stage o f patients, it was 
found a trend o f association between EFN A l, EFNA3 or 
EphBl expressions with low risk stages (Table 2a) and of 
EphA4 with low and intermediate risks (Table 2a). A  signifi­
cantly higher content o f EFNA4S was found in intermediate 
modified Rai stages than in low (P< 0.001, Table 2b) or 
high stages (P < 0.001, Table 2b) while EFNA4L levels were 
significantly higher in the low stages (Table 2b).
EphB6 expression was highly associated with the disease 
progression (Table 2a). Thus, all EphB6 expressing cases, 
within the 62 considered for this analysis, showed a progres­
sive disease (Table 2a).
On the other hand, increased ZAP-70 expression in CLL 
patients is a surrogate molecular marker for poor prognosis 
o f the disease [21,22]. We quantified by Q-PCR the ZAP-70 
mRNA content o f the C LL B-cells relative to normal PB B- 
cells. The ZAP-70 content was significantly higher in those 
CLL cases showing progression o f the disease or in those
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Table 2a
Analysis of Eph/EFN expression of CLL patients in relation with their clinical characteristics
Lymphadenopathy"
No Yes P value
Modified Rai stage" Disease outcome"
LO INT HI P value SD PD P value
ZAP-70 (mRNA content) 
Mean (std. err.) P value
PBL count ( X 10 /L)^ 
Mean (std. err.) P  value
EFNAl
+ 11 4 10 4 1 1 8 12.45 (3.56) 41.19(12.44)
-  28 40 0 043 26 33 9 0.05 7 46 NS 8.95 (1.12) NS 47.50 (6.06) NS
EFNA3
+ 13 9 12 7 3 1 12 10.99 (2.45) 60.97(14.34)
-  26 35 NS 24 30 7 NS 7 42 NS 9.05 (1.24) NS 42.76 (5.74) NS
EPHAl
+ 6 6 5 7 0 2 8 5.37(1.26) 28.58 (6.65)
-  33 38 NS 31 30 10 NS 6 46 NS 10.24(1,26) 0.012 50.04 (6.29) 0.026
EPHA2
+ 17 13 16 10 4 3 18 10.15(1.71) 39.77 (9.13)
-  22 31 NS 20 27 6 NS 5 36 NS 9.28(1.53) NS 49.15(6.71) NS
EPHA4
+ 20 13 18 11 4 1 20 11.38(1.98) 55.79(10.42)
-  19 31 NS 18 26 6 NS 7 34 NS 8.51 (1.35) NS 40.76 (5.94) NS
EPHA8
+ 11 12 10 10 3 0 16 12.92 (2.29) 43.53(8.01)
-  28 32 NS 26 27 7 NS 8 38 NS 8.21 (1.24) NS 48.03 (7.16) NS
EPHAIO
+ 26 30 25 25 6 5 36 9.98(1.44) 49.80 (6.94)
-  12 14 NS 10 12 4 NS 3 18 NS 8.79(1.72) NS 41.48 (8.94) NS
EFNB2
+ 4 6 4 4 2 0 8 10.37 (3.92) 80.44(17.45)
-  35 38 NS 32 33 8 NS 8 46 NS 9.54(1.18) NS 40.07 (5.20) 0.006
EPHB!
+ 11 5 11 4 1 2 9 11.50 (2.64) 30.74(14.40)
-  28 39 NS 25 33 9 0.048 6 45 NS 8.96(1.22) NS 48.93 (5.88) NS
EPHB2
+ 4 3 4 3 0 0 7 20.35 (5.13) 38.27 (16.04)
-  35 41 NS 32 34 10 NS 8 47 NS 8.82(1.09) 0.008 47.64 (5.85) NS
EPHB3
+ 4 4 4 4 0 1 5 9.69 (2.86) 49.27 (15.73)
-  35 40 NS 32 33 10 NS 7 49 NS 9.64(1.22) NS 46.24 (5.87) NS
EPHB6
+ 17 22 16 18 5 0 28 13.66(1.86) 61.98(10.33)
-  22 22 NS 20 19 5 NS 8 26 0.006 5.89 (0.91) 0.001 35.45 (5.11) 0.027
SD, stable disease; PD, progressive disease; 
" tests with Fisher’s exact correction. 
Two-tailed Student’s /-test.
NS, not significant (P>0.05).
patients who had needed treatment (Fig. 2) which was in 
agreement with the prognostic significance o f ZAP-70 in this 
leukemia. With regard to the Eph/EFN expression, a higher 
ZAP-70 content was found in EphB2 (P<0.05, Table 2a) 
and, specially, EphB6 ( f  <0.001, Table 2a) expressing CLL 
cases while other significant correlations could not be estab­
lished.
Finally, Eph A1 expression was related with the low­
est lymphocytosis while EFNB2 and EphB6 expressions 
were significantly associated with the highest lympho­
cytosis (Table 2a). By contrast, EFNA4 mRNA levels 
did not significantly correlate with this clinical feature 
(Table 2b).
3.5. Analysis o f the expression o f EphB6 and EFN A4 
proteins
The above described results demonstrated a close rela­
tionship between Eph B6 and EFN A4 with C LL disease; 
the former one with ZAP-70 and a poor prognosis o f the 
disease, and the later with the occurrence of malignant lym ­
phadenopathy. We then tried to validate the expression of 
EphB6 and EFNA4 at the protein level as possible tools to 
monitor CLL prognosis.
As determined by flow cytometry, EphB6 was absent 
from normal PB B-cells (6 cases analyzed) and from 
Eph B6 mRNA negative CLL samples (12 cases exam-
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Fig. 2. The ZAP-70 mRNA content o f CLL patients was significantly higher 
in those who had progressive disease or had received treatment. Q-PCR was 
used to determine the amount o f ZAP-70 mRNA in CLL B-cells samples 
and expressed as jc-fold changes relative to normal PB B-cells. Mean ZAP- 
70 values were compared between groups according to the occurrence of 
disease progression or received treatment of patients (two-tailed Student’s 
r-test).
ined) (Fig. 3A). By contrast, all Eph B6 mRNA positive 
C LL cases (10 cases examined) showed Eph B6 expres­
sion, as evaluated by flow cytometry (Fig. 3A). In 
accordance with the observed PCR expression, healthy 
human PB B-cells expressed EphB6 on their surface after 
stimulation with either anti-IgM (Fig. 3B) or LPS (not 
shown).
On the other hand, we determined by flow cytom­
etry that healthy B-cells, either from PB or LN, 
weakly expressed EFN A4 as compared to CLL B- 
cells (16 patients examined) which showed higher but 
differential levels o f expression (Fig. 4A). In this 
regard, a lower expression o f EFNA4 occurred in 
int/hi risk C LL samples than in those from low risk 
patients (Fig. 4A). We further determined that anti-IgM 
(Fig. 4B) or LPS (not shown) in vitro stimulated nor­
mal human PB B-cells increased the surface expression o f 
EFNA4.
Furthermore, Western blot analysis revealed the pres­
ence of a differential band o f approximately 30kDa in the 
sera from CLL patients that was not present in those from 
healthy controls (Fig. 4C). The amount o f EFNA4 pro­
tein detected in serum by ELISA highly correlated with 
the lymphocytosis o f CLL patients (Fig. 4D), reaching con­
centrations, in the most extreme case, up to 3.00ng/ml in 
a patient with 200 x  10^ lymphocytes/ml peripheral blood. 
Furthermore, a significant higher content o f EFNA4 pro­
tein was found in sera from patients with lymphadenopathy 
(Fig. 4E).
Thus, both flow cytometry analysis o f either EphB6 or 
EFNA4 expression or determination o f EFNA4 content in the 
sera from C LL patients could be valuable tools for disease 
prognosis.
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Fig. 3. CLL B-cell samples show a differential expression of EphB6 which can be determined by flow cytometry analysis. (A) PB samples from healthy subjects 
(upper panel) or CLL patients (middle and lower panels) were triple stained for flow cytometry analysis with anti-EphB6, CD 19 and CD5 Ab. All data shown 
are representative control or EphB6 staining results within gated CD 19+ (healthy PB) or CD 19 and CD5 double positive cell populations (CLL PB samples). 
(Empty histograms: control secondary Ab staining in Fc only incubated cells; grey histograms: control background staining in Fc plus goat IgG incubated cells 
stained with secondary Ab; black histograms: anti-EphB6 staining). EphB6 staining was mainly observed in CLL samples containing EphB6 janscripts (lower 
panel) but not in non-containing CLL (middle) or healthy B-cell samples (upper) (numbers within plots are percentage of EphB6 expressing x lls  over control 
goat IgG stainings (marker line), expressed as mean ±  standard errors from at least three independent experiments). (B) Isolated B-cells {>95/o CD 19+ purity) 
from the PB of healthy subjects were cultured for 72 h with or without anti-lgM or LPS stimuli. As determined by flow cytometry, anti-lgM (lower panel) or 
LPS (not-shown) stimulated B-cells expressed EphB6 on a majority of cells, compared to fresh (upper panel) or cultured non-stimulated (middle) B-cells. All 
data shown are representative control or EphB6 staining results within gated CD 19+ population (empty histograms: control SAV-Alexa 488 s;aining in Fc plus 
goat IgG incubated cells; grey histograms: control background staining in Fc plus goat IgG incubated cells stained with anti-goat Alexa 488 secondary Ab; 
black histograms: biotinilated anti-EphB6 staining).
4. Discussion
Owing to increasing evidence for the differential expres­
sion o f some Eph/ephrins in human cancers and tumour cell 
lines [12-14] we opted to analyze them in CLL B-cells and 
their possible correlation with disease stages and prognosis. 
We have profiled, therefore, Eph/EFNs mRNA expression in 
normal human B-cells from two different origins, peripheral 
blood and lymph nodes, either fresh or in vitro stimulated, as 
well as in PB B-cells from CLL patients.
Previous work had demonstrated a constitutive expression 
o f EphA4 during normal human B-cell lymphopoiesis and in 
mature stages whereas EphA7 receptor was expressed only 
during immature stages [11]. Besides, EFNA4 was shown 
to be expressed by human B-cells as two mRNA variants 
[10]. Our results confirm the absence o f EphA7 expression 
in human mature B-cells as well as the constitutive expres­
sion o f both EFN4 and EphA4 in all studied normal B-cell 
populations. However, as for EFNA4 variants expressed by 
B-cells, we only detected the transcript variants 1 and 2,
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Fig. 4. CLL patients show increased expression of EFNA4 in the cell surface o f B-cells and accumulate a soluble EFN A4 isoform in sera, (A) Flow cytometry 
analysis of FFNA4 expression in human B-cells. B-cells were isolated from PB of healthy subjects or CLL patients and surface stained with a biotinilated anti 
FFNA4 Ab followed by incubation with AlexaFluor-488 conjugated streptavidin (SAV-Alexa 488). FFNA4 positive staining was observed in all B-cell samples 
analyzed although higher expression levels were found in those from CLL patients at low risk Rai stage (M.F.l.: mean fluorescence intensity (mean ±  standard 
error)). Representative data are shown. (Black histograms: control SAY-488 staining; grey histograms; control background staining in human Fc plus goat IgG 
incubated cells stained with anti-goat Alexa 488 secondary Ab; empty histograms: FFNA4 staining.) (B) Isolated B-cells (>95% CD 19+ purity) from the PB of 
healthy subjects were cultured for 72 h with or without anti-lgM or LPS stimuli. After culture, an increase in the percentage of FFNA4 expressing population 
was observed in the anti-lgM (lower panel) or LPS (not-shown) stimulated B-cells compared to non-stimulated control cultures (upper panel). All data shown 
are representative control or FFNA4 staining results within gated CD 19+ population. (Black histograms: control SAV-Alexa 488 staining in Fc plus goat IgG 
incubated cells; grey histograms: control background staining in human Fc plus goat IgG incubated cells stained with anti-goat Alexa 488 secondary Ab; 
empty histograms: anti-FFNA4 staining.) (C) Sera from healthy subjects (lane 1) or CLL patients (lanes 2 -5) were separated by SDS-PAGF under reducing 
conditions. An Ab against human FFNA4 revealed the presence of a differential band (arrow) in the sera from CLL patients not present in those from healthy 
donors. (D and E): quantification of FFNA4 in the serum from CLL patients was achieved by ELISA immunoassays. The concentration of FFNA4 in the serum 
of CLL patients positively correlated with peripheral blood lymphocyte counts (D) (Spearman’s correlation coefficient = 0.75; f  <0.01) and the occurrence of 
lymphadenopathy (F) (two-tailed Student’s f-test).
corresponding to the here named long (L) and short (S) iso­
forms, which are produced at different levels depending on 
the activation state of the B-cells, but not transcript vari­
ant 3 [10]. Remarkably, the expression o f other Eph/EFNs 
is differentially modulated in mature B-cells from PB or 
LNs. E FN A l, EFNA3, EphA5, Eph A 10, EFNB2, EphBl 
and EphB6 are characteristic o f LN  B lymphocytes whereas 
EphA8, EphB2 and EphB4 are expressed in PB B-cells. In 
addition, PB B-cells, but notLN  B lymphocytes express more 
EFNA4L than EFNA4S. This differential pattern o f expres­
sion between both normal B lymphocyte populations might 
be related to their different activation stages and, presum­
ably, their different tissue locations. The Eph/EFN expression 
profile observed in LN B lymphocytes can be partially repro­
duced after in vitro activation o f the PB B-cells, specially as 
for E FN A l, Eph A 10, EFNB2, EphB2, EphB4 and EphB6 
whereas EFNA2, EFNA3, EFNA5, EphA3, EphA5, EphA8, 
EFN Bl, EFNB3 or EphBl were not expressed in any o f the 
in vitro conditions tested.
On the other hand, when we compared the Eph/EEN pro­
file between in vivo and in vitro stimulated B-cells and those 
o f CLL, we evidenced a differential expression pattern in 
the leukemia cells which presumably reflects their own het­
erogeneity [23,24], but highly correlated with an activated
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B-cell profile. It is interesting to remark the high frequency 
o f EphAlO and EphB6 expression in C LL cases. Both are 
present in the normal B-cell population only from LN  and 
can be induced after in vitro stimulation o f PB B-cells. On 
the contrary, only 28% o f leukemic samples expressed Eph 
A8, frequently expressed in PB B-cells. EphAlO and EphB6 
receptors lack essential aminoacid residues in the highly con­
served consensus motifs in the kinase domain compared with 
other Eph receptors which, in the case o f EphB6, results in 
an inactive receptor kinase (pseudokinase) while this is only 
predicted in the case o f EphAlO [1]. EphAlO is a recently 
described Eph receptor in humans [25] and there is not previ­
ous work on its functional roles. By contrast, EphB6 has been 
only associated with T  lymphocytes [26], in which it seems 
to be involved in cell signalling [8,19,20,27]. Thus, although 
not previously described in B lymphocytes, this molecule 
could be also involved in B-cell activation and, as it  w ill be 
later discussed, Eph B6 emerges from the current results as 
a good molecular marker for C LL prognosis. Other studies 
have comparatively profiled the overall gene expression sig­
nature o f normal B-cell populations and CLL cells [28-31] 
but, to our knowledge, no study has yet reported a differ­
ential expression o f Eph/EFN between them. On the other 
hand, only EphA3, EphB4 and EFNB2 have been reported to 
be expressed in human B-cell leukemia/lymphoma cell lines 
[15] and pre-B A L L  cell lines [32].
Furthermore, our study demonstrates that the observed 
Eph/EFN expression profile in the analyzed C LL samples 
could be correlated with certain features o f the disease. Thus, 
EFN A l and Eph B l were mainly expressed during the ear­
liest, low risk stages o f disease, whereas EFNB2 and EphB6 
were mainly related with poor disease outcomes. By contrast, 
EphA l showed a trend o f correlation with a better progno­
sis as EphA l positive C LL cases contained a lower ZAP-70 
and lymphocytosis than E phA l negative ones. Thus, the 
Eph/EFN expression profile o f circulating CLL B-cells could 
contribute to tumour burden and dissemination, as pointed 
out for this fam ily o f molecules in other human tumours 
[12-14].
Further, Eph B6 and EFNA4 emerge from our results 
as candidate molecular markers for C LL prognosis. EphB6 
is already expressed from the earliest, low risk, Rai stages 
o f C LL cases exhibiting the highest ZAP-70 content. An 
up-regulated expression o f ZAP-70 highly correlates with 
the occurrence o f unmutated IgVh genes in CLL cases and 
poorest prognosis [21,22] being currently considered as a sur­
rogate molecular marker o f poor prognosis. Our results are 
in accordance with this assumption. When EphB6 expres­
sion was examined, its presence also highly correlated with 
severe progression groups and severe lymphocytosis. Fur­
thermore, EphB6 expressing cases constituted a distinct 
group o f patients containing the highest ZAP-70 content, both 
markers highly correlating, therefore, between them as well 
as with poor prognosis. On the other hand, EphB6 expression 
can easily be detected by flow cytometry on the cell surface 
o f CLL B-cells, which could facilitate the routine clinical
diagnosis o f the most severe cases o f C LL, as compared to 
the detection o f ZAP-70 or the analysis o f IgVh mutations. 
On the other hand, its absence in normal peripheral blood 
B-cells allows an easy discrimination between healthy and 
leukemia B-cells.
EFNA4 could also play an important role in the biology 
o f CLL, as it is over-expressed in these leukemia B-cells and, 
accordingly, could be also used as another tool for disease 
prognosis. Thus, there is an important correlation between 
changes in the relative levels o f both EFNA4 mRNA variants 
within CLL samples and occurrence o f lymphadenopathy as 
well as between the levels o f serum EFNA4 o f C LL patients 
with or without lymphadenopathy or increasing lymphocy­
tosis. In any case, serum EFNA4 levels were always higher 
in CLL patients than in healthy donors, reinforcing that an 
increase in serum EFNA4 could be an early indicator o f CLL. 
Besides, differential levels o f EFNA4 expression on the sur­
face o f CLL B-cells can be determined by flow cytometry 
discriminating low from int/hi risk stages.
The presence o f splice variants in some members o f 
Eph/EFN families is relatively frequent [25,33,34] sug­
gesting that soluble isoforms could represent a regulatory 
mechanism o f Eph/EFN interactions, as signalling might 
occur only when receptor/ligands are clustered onto the cell 
membrane [1]. In the case o f CLL, as well as in normal B- 
cells, the equilibrium between EFNA4 isoforms could play 
a similar role by interfering in the interaction o f the mem­
brane bound EFNA molecules with their Eph receptors thus 
blocking bidirectional communications w ith other regulatory 
cells w ithin the tissue which, in the case o f CLL, could con­
tribute to the biology o f the disease. Recently, EFNA4 has 
been shown to inhibit sensory neurite outgrowth within the 
developing mouse skin [35], suggesting that this molecule 
could participate in cell repulsion rather than cell attraction. 
Thus, owing to our present observations, EFNA4-mediated 
repulsion could contribute to lymphocytosis. In fact, our own 
preliminary results show that the observed over-expression 
o f EFNA4 in C LL cells could play a major role in the 
poor migration o f leukemia cells through an endothelium, 
in their adhesion to different extracellular matrix molecules 
and even in their survival [Oral presentation at the 16th 
European Congress o f Immunology, 2006; manuscript in 
preparation].
In summary, we have shown an altered Eph/EFN gene 
expression profile in the peripheral blood B-cells from CLL 
patients compared to those from healthy donors which is 
reminiscent, in general, o f that observed in LN  B-cells and 
recently activated B-cells. Furthermore, several molecules, 
mainly EphB6 and EFNA4 but also others like EFN Al, 
EphA l and EFNB2, as the most significant ones, emerge 
from these results as possible new molecular markers for 
CLL prognosis. Finally, further work w ill be necessary in 
order to clarify the possible contribution o f these molecules, 
mainly EphB6 and EFNA4 in CLL, including its possible 
role in the overall dysfunction o f the immune system in these 
patients.
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An impaired transendothelial migration potential of chronic lymphocytic 
leukemia (CLL) cells can be linked to ephrin-A4 expression
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Chronic lymphocytic leukemia (CLL) ceil 
migration into lymphoid tissues is an 
important aspect of the pathobiology of 
this disease. Here, we investigated the 
role of ephrin-A4 (EFNA4) in the transen­
dothelial migration (TEM) capacity of CLL 
and normal B cells through interacting 
with endothelial EphA2 (erythropoietin- 
producing hepatocellular carcinoma). 
CLL cells showed a remarkable impair­
ment in the adhesion to and transmigra­
tion through human umbilical vein endo- 
ttieliai cell (HUVEC) monolayers, correlating
Introduction ________________
with their higher EFN A4 expression, in vitro, 
TEM was mediated by EFNA4 binding to 
endothelial EphA2 receptor, which is highly 
expressed in tumor necrosis factor-oc-acti- 
vated HUVECs as well as in tfie CD31+ 
endothelial cells of human lymph nodes. 
The pretreatment of CLL cells with EphA2 
homodimers further impaired their adhe­
sion to and transmigration through HUVEC 
monolayers, whereas pretreatment of 
HUVECs with EFN A4 homodimers improved 
those phenomena in both CLL and normal 
B cells, suggesting tfiat EFN A4 signaling
negatively contributed to TEM. in fact, 
EFN A4 signaling into CLL cells significantly 
reduced their adhesion to intercellular adhe­
sion molecule 1, vascular cell adhesion mol­
ecule 1, and several extracellular matrix mol­
ecules and Impaired CCL-19-mediated TEM 
and chemotaxis. Our results suggest that 
EFNA4-EphA2 interactions are involved in 
CLL cell trafficking between blood and the 
tissues and ttierefore may become a ttiera- 
peutic target in the future. (Blood. 2009;114: 
5081-5090)
Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is characterized by the 
progressive accumulation of CD5+ leukemia B cells in the periph­
eral blood (PB), bone marrow, and lymphoid t i s s u e s .   ^  ^CLL cells 
continuously traffic between these tissue compartments and form 
proliferation centers or “pseudofollicles” within the infiltrated 
lymphoid tissues, likely contributing to tumor growth and sur­
vival,^'* but these issues are still controversial and not fully clear. 
Thus, a central aspect of the pathophysiology of CLL is the 
knowledge of the mechanism/s governing CLL-cell extravasation 
into lymphoid tissues because interfering with this process might 
be beneficial for disease management. The study in CLL cells of 
the common molecular mechanisms of lymphocyte entry into 
lymph nodes (LNs), including chemokine receptors like CCR7, 
CXCR4, or CXCR5 or cell-adhesion molecules (CAMs) of the 
integrin family,^^ has revealed, but not conclusively demonstrated, 
partial associations between the expression of some of these 
molecules and a differential migration capacity that could be 
associated to the occurrence of clinical lymphadenopathy.^- -^* 
Finally, several lines of evidence have suggested that CLL cells 
could have an altered capacity to migrate into the different tissue 
compartments. Hence, further work is necessary to unravel the 
mechanisms of CLL-cell extravasation into tissues through the 
definition of new molecular players.*'*
CLL cells differentially express some members of the Eph 
receptor tyrosine kinase family, partially correlating with clinical 
features.*  ^An inverse association between the expression levels of
ephrin-A4 (EFNA4) and the presence of clinical lymphadenopathy 
was found,suggesting that EFN A4 could play a functional role in 
the extravasation capacity of CLL cells.
Eph receptor tyrosine kinases and their membrane-bound 
ligands, the ephrins (EFNs), are largely known for their role in 
regulating cell shape and attachment through the modulation of cell 
adhesion and m ig ra t io n .  *^ 2 2  They are classified into 2 families, 
EphA (9 members in humans) and EphB (6 members), depending 
on the similarity within each group of the extracellular domain 
sequences and on their affinity for binding EFNs either of type A 
(5 members), which are glycosylphosphatidylinositol-anchored 
proteins to the cell membrane, or of type B (3 members), which 
have a single transmembrane domain.
An essential property of Eph-EFN interaction is that it can result 
in bidirectional signaling into both the Eph- (forward signaling) 
and the EFN-expressing cells (reverse signaling).'^ '^ -2^ -2'* The 
degree of Eph/EFN aggregation during interaction may affect 
signal strength, leading to opposed cell outcomes, such as adhesion 
or repulsion between the interacting cells,*^ *®-^  ^through modulat­
ing and being modulated by other adhesion molecules, including 
integrins.*'*
On the basis of these data, we investigated the role played by 
EFNA4 in the CLL-cell traffic through tissues. We examined 
whether EFNA4 mediates the adhesion and/or transendothelial 
migration (TEM) of CLL cells to endothelial cells, thus modulating 
their capacity for extravasation.
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Methods
Human samples
All patients with CLL provided written informed consent to their involve­
ment in the study, which was ^proved by the Ethics and Research 
Committees of our participating institutions in accordance with the 
principles of the Declaration of Helsinki. Patients were untreated and 
diagnosed according to standard morphologic and immunophenotypic 
criteria (supplemental Table 1, available on the Blood website; see the 
Supplemental Materials link at the top of the online article).
Heparanized blood samples were centrifuged onto Histopaque 1.077 
cushion (Sigma-Aldrich) to obtain FB mononuclear cells and were then 
depleted of most T cells by rosetting with 2-amino-ethyl-thio-isouronium 
bromide hydrobromide (Sigma-Aldrich)-treated sheep erythrocytes (Durviz). 
Monocytes (CD14^), residual T and natural killer cells (CD2^), and 
granulocytes (CD 13"^ ) were depleted by preincubating the cell suspensions 
with monoclonal antibodies (mAbs) for the indicated antigens (BD 
Biosciences), followed by secondary species-specific Abs conjugated to 
MACS (Miltenyi Biotec) and separated through an AutoMACS cell 
separator (Miltenyi Biotec). The purities of CLL or normal B-cell enrich­
ments were 98% or greater.
To isolate CD31-expressing oidothelial cells firm LNs, cell suspensions 
were prepared through mechanical disruption followed by collagenase digestion 
(CoUagenase T^pe IV, Invitrogen; 400 U/mL, at 37°C, 1 hour) of fiesh LN 
bic^ies (4 CLL lyrrqAadenopathies, 2 reactive LN and 2 normal sentinel LN 
from patients with keast cancer). T cells were depleted as discussed previously 
and CD5-, CD19-, CD13-, or CD14-expessing cells through magnetic beads 
(Dynabeads; Invitrogen). Finally, a positive selection step of CD31-expressing 
cells was performed with an anti-human CD31 mAb (BD Biosciences) and 
MACS-coupled secondary Abs (Miltenyi Biotec).
Reverse transcription-polymerase chain reaction anaiysis of 
Eph receptor mRNA expression
Total RNA was isolated from cell lysates (Tri-Reagent; Sigma-Aldrich) 
following the manufacturer’s instructions. A total of 2 p,g of total RNA was 
reverse-transcribed into cDNA (Superscript III; Invitrogen). Polymerase 
chain reaction (PCR) amplifications were performed with an AmpliTaq 
Gold polymerase (Invitrogen) in a PCR thermal cycler (Eppendorf; see the 
supplemental Methods section for primers).
After PCR amplification (5 minutes at 93°C initial step, followed by 
40 cycles of 15 seconds at 94°C, 30 seconds at 58°C, and 30 seconds at 
72°C, followed by 10 minutes at 72°C for final extension), PCR products 
were analyzed on a 1.2% agarose gel (Biotools) containing ethidium 
bromide (Sigma-Aldrich) and imaged with a GelDoc UV illuminator 
(Bio-Rad).
Flow cytometric analyses
Cell suspensions were incubated in cold phosphate-buffered saline (PBS;
0.1% bovine serum albumin [BSA], 2 X 10^  cells/50 pL ) with the follow­
ing mAbs; anti-CD 19 (fluorescein isothiocyanate [FITC], allophycocyanin, 
or phycoerythrin [PE]), -CD5 (PECy5), -CD3 (PECy5 or APC); FITC- 
labeled anti-CD 10, -CDlla, -CD44, -CD54; PE-labeled anti-CD23, -CD29, 
-CCR7; PE-Cy5-labeled anti-CD18, -CD49d; and Alexa Fluor 647-labeled 
anti-CD31 (all from BD Biosciences). EFNA4 expression was determined 
with a biotinylated goat anti-human EFNA4 polyclonal Ab (Vitro; R&D 
Systems) in the presence of purified goat IgG immunoglobulins (Jackson 
ImmunoResearch Laboratories) followed by streptavidin-Alexa Fluor 488 
(Invitrogen). Intracellular anti-EphA2 stainings (goat anti-human EphA2; 
Santa Cruz Biotechnology) were carried out in permeabilized (Cytofix/ 
Cytoperm buffer; BD Biosciences) human umbilical vein endothelial cell 
(HUVEC) suspensions, followed by PE-coupled anti-goat secondary Abs 
(Jackson ImmunoResearch Laboratories). Eph/EFN-Fc binding assays 
were done by preincubating cell suspensions with purified human IgG Fc 
fragments (hFc; Jackson ImmunoResearch Laboratories) before the addi­
tion of Eph/EFN homodimeric proteins (0.5 |xg/10® cells; R&D Systems),
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followed by a FITC (AbD Serotec) or PE-labeled anti-His mouse mAb 
(R&D Systems). Data were acquired in a 4-color flow cytometer (FACS- 
Calibur; BD Biosciences) and analyzed with CellQuest software (BD 
Biosciences).
TEM assays
HUVECs (PromoCell; LabClinics) were grown to confluent monolayer in 
endothelial-cell culture medium (PromoCell) onto 96-well culture plates 
(BD Biosciences), overnight activated with lOng/mL tumor necrosis 
factor-a (TNF-a) (PeproTech) in serum-starved medium, and washed in 
fresh medium for 2 hours. B cells were stained with 2|jlM carboxyfluores- 
cein succinimidyl ester (CFSE; Invitrogen), added to wells (3 X 10 /^well), 
and cocultured for 2 hours. Then, wells were gently and thoroughly washed 
with warmed medium, thus recovering both nonadhered and weakly 
adhered B cells (Fraction-1, F-1). A second round of washings with warmed 
medium containing SmM EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid; Panreac) 
allowed tightly adhered B cells to be recovered (F-2). Finally, the HUVEC 
monolayers were detached by treating them with medium containing 
trypsin/5mM EDTA, thus releasing B cells from beneath the monolayer 
(F-3). Examination of the plate under the microscope was routinely 
performed before and after the final washing step to control the integrity and 
complete detachment, respectively, of the HUVEC monolayer. Absolute 
B-cell counts were determined by flow cytometry, through gating of 
CFSE-positive lymphocytes, and counting beads (CountBright absolute 
counting beads; Invitrogen) following the manufacturer’s recommenda­
tions, according to the formula:
(Number of B-cell events/number of bead events) X number of beads added 
HUVEC-lymphocyte conjugates
TNF-a-activated HUVEC monolayers were stained with PKH-26 fluores­
cent dye (Sigma-Aldrich). Then. HUVECs were detached by washing with 
culture medium containing 5mM EDTA. Each sample tube consisted of 
PKH-26-stained HUVECs (5 X KJ*) mixed with CFSE (2p,M)-stained 
B cells (2 X 10 )^, spun down and cocultured at 37°C. At the indicated 
times, cell suspensions were fixed (Cell-fix solution; BD Biosciences) and 
analyzed by FACS (supplemental Figure 1).
Cell-adhesion assays
Extracellular matrix molecules (ECM) including fitaonectin (FN, 10 p,g/mL), 
vitrcMiectin (VN, 10 p.g/mL), laminin (10 p-g/mL), type I collagen (10 p,g/mL; all 
from BD Biosciences) and hyaluronic add (10 p,g/mL), or recombinant CAMs 
intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) and vascular cell adhesion mole­
cule-1 (VCAM-1 ; 10 |xg/mL each, all fiom R&D Systems) were bound to the 
flat surface of 96-well culture plates (BD Biosdences) for 2 hours at 37°C. CLL 
and normal B cells (5 X lO^ /well, 200 pL final volume) were allowed to adhere 
for 2 hours. Nonadhoed cells wae then recovered through agitation and 
aspiration and counted by FACS (see ‘TEM assays”).
Chemotaxis assays
Chemotaxis assays were performed in Transwell insert plates (96-well, 
5-p.m pore size filters; Costar, Coming), with or without a HUVEC 
monolayer grown onto them. CFSE-stained B cells were added to the upper 
chamber (5 X 10 /^well) in the presence of human recombinant chemokines 
(PeproTech) in the lower chamb  ^(CCL19, 500 ng/mL; CXCL12, 100 ng/mL; 
CXCL13, 1000 ng/mL). Plates were centrifuged (for 5 seconds at 200g) to 
spin down the cells onto the filter and migration proceeded for 2 hours in the 
incubator (37°C, 5% CO2). Migrated cells were recovered from the bottom 
chamber through washing with 5mM EDTA containing medium to detach 
cells and counted by FACS (see the section “TEM assays”).
Confocal microscopy studies
Fluorescence images were acquired in a confocal microscope (TCS-SP2 
AOBS spectral detection system coupled to an IRE-2 Leica inverted
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Table 1. EFNA4, cell adhesion molecules, and CCR7 expressions of CLL cells in relation to clinical stage and lymphadenopathy
Case
no. S tage  (Rai)* Lym phadenopathy EFNA4 CD62L CD44 C D lla  (L F A Io ) C D 18(p 2 ) CD49d (VLA-4 ot) CD29 ( p i) CCR7
CLL-1 Lo No 37.23 89.44 166.23 7.64 10.63 13.91 8.26 4.07
CLL-2 Lo No 32.58 18.96 144.93 14.98 15.46 45.06 14.01 6.73
CLL-3 Lo No 52.36 48.81 113.39 36.41 35.25 20.62 15.81 6.35
CLL-4 Lo No 65.56 121.52 929.44 14.62 22.73 29.89 11.60 39.23
CLL-5 Int Yes 14.95 859,23 1376.01 24.48 79.77 133.06 15.40 24.31
CLL-6 Int Yes 15.23 181.91 924.52 11.40 40.72 123.45 17.84 12.56
CLL-7 Int Yes 19.98 583.33 741.23 32.12 74.90 20.33 12.39 15.23
CLL-8 Int Yes 23.75 706.02 939.25 13.86 16.51 29.63 18.24 14.75
CLL-9 HI Yes 25.56 562.23 725.23 10.67 9.83 20.25 13.27 11.70
CLL-10 HI Yes 12.65 868.62 441.25 10.87 9.08 22.52 14.01 10.76
CLL-11 HI Yes 35.62 444.02 333.25 13.58 10.32 12.48 18.84 8.97
CLL-12 HI No 36.26 649.23 689.52 19.05 11.11 7.08 25.02 10.11
CLL-13 HI No 25.63 1740.21 1140.32 14.97 9.10 7.20 55.85 12.25
Numbers are mean fluorescence Intensity (MFI) values as determined by flow cytometry. EFNA4 (MFl) of normal B cells: 8.04 ±  0.23 (mean + SEM from 3 different 
samples).
CLL indicates chronic lymphocytic leukemia.
’ Clinical stage of untreated CLL patients (modified Rai staging) at the moment of blood sampling: low (Lo, Rai 0), intermediate (Int, Rai l-ll) and high risk (Fli, Rai lll-IV).
m icroscope, Leica). Sequential acquisition scanning was carried out by 
line-averaging (X 8) and fram e accum ulation (X 2) at 1024 X 1024 pixel 
resolution, in a 22°C coiled darkroom . W here indicated, Z-series
confocal im ages (0.1-|xm Z-steps) were obtained from  apical to basal 
sides o f HUVECs. C olocalization plots and pseudocolor projections of 
z-stacks were created with LCS software (Leica). Quantification o f
r r —  1 , CDS’ cow
(tpiL- ' . n r
Reactive LN no. 1
Reactive LN no. 2
Figure 1. EphA2 Is the m ain EFNA4 receptor found in the  
CD31 + vascular endothelium  of human LN. (A) Flow cytometric 
analyses of EFNA4-Fc binding by LN cells from patients with CLL 
(a representative experiment Is shown, CLL LN no. 2). Cell 
suspensions (3 x 10Vsample tube) from fresh CLL LN biopsies 
were preincubated with hFc before the addition of poly-Hls- 
tagged EFNA4-Fc homodimers (0.5 ji.g/10® cells), then followed 
by an anti HIs-FITC mAb. The percentage of EFNA4-Fc binding 
cells (black profiles) was analyzed within gated subpopulatlons 
according to CDS, CD19, and CD31 costalnlngs (empty profiles: 
control antl-H ls-FITC stainings). (B) RT-PCR analyses of EphA 
mRNAs expression of enriched C D 2“ CDS C D 1 9 ' C D 13“ 
CD14 C D 31’  LN cells from CLL patients or control subjects 
(>  95%  purity, 2-5 X 10® cells per LN fragment). (C-D) Immunoflu­
orescence analysis of EphA receptor expression on LN tissue 
sections. LN cryosectlons (8 jxm thick) were Immunostalned for 
detection of EphA2, EphA3, EphA4, or EphA8 (Alexa Fluor 546, 
green), CD31 (Alexa Fluor 647, red), and CD19 (Alexa Fluor 488, 
blue). Objectives: 2 0 x  multl-lmmerslon, 1.20 NA. (D) High magni­
fication Images (objective: 6 3 X oil Immersion, 1.40 NA) of CLL or 
normal LN showing expression of EphA2 (green) In the high 
endothelial venules (CD31 ’  structures, red; CLL LN no. 2 In 
panels C-D; Normal reactive LN In panel D). Fluorescence Images 
were acquired with a confocal microscope (Leica TC S-SP2  
AOBS).
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Figure 2. EphA2-EFNA4 Interactions can ta Ice place In the 
adhesion between HUVECs and B cells during TEM. (A) Flow 
cytometry analysis of EFNA4-Fc binding (top histogram, gray) or 
EphA2 expression (bottom histogram, gray) of TNF-a-activated  
HUVECs (> 9 5 %  CD31, CD54 double positive, dot-plot; black 
histogram: control secondary PE-Abs; white: unstained cells).
(B) CLL cells or normal B cells were cocultured for 2 hours with 
TNF-a-activated HUVEC monolayers, the nonadhered cells were 
washed out, and slides were fixed and immunostained for EphA2 
(Alexa Fluor 546, red, bottom) and ICAM-1 (Alexa Fluor 488, 
green, top; blue, Hoechst 33 342 counterstained cell nuclei; 
confocal microscope: Leica TCS-SP2 AOBS; objectives: 2 0 x  
oil-immersion, 1.20 NA). Note the high number of normal B cells 
transmigrated (dark appearance) compared with cultures contain­
ing CLL cells in the phase-contrast images. (C) Flow cytometric 
analyses of EphA2-Fc binding by CLL cells directly incubated with 
EphA2-Fc homodimers (gray, top) or after preincubation with 
2 different doses of an anti-EFNA4 polyclonal Ab (0.10 or
0.20 p.g/10® cells, middle and bottom, respectively; white, control 
anti-His FITC; black, control unstained cells). A representative 
experiment is shown (CLL no. 1). Values are mean fluorescence 
intensity (MFI; mean ±  SEM) from triplicates of the same sample. 
(D) TNF-a-activated HUVEC monolayers were cultured for 60 min­
utes with fluorescent preclustered EFNA4-Fc complexes (red). 
After cells fixation, slides were immunostained with anti-EphA2 or 
-EphA4 Abs (Alexa Fluor 488, green). Colocalization plots (bot­
tom) show that EFNA4-FC preferentially binds to EphA2 (ROI 
indicates region of interest). Leica TCS-SP2 AOBS confocal 
microscope; objective: 6 3 x  oil immersion, 1.40 NA.
images was perform ed with M etaM orph (M olecular Devices; see 
supplemental Methods).
All incubations with Abs (0.1 p.g/50 (xL in PBS/BSA) were done in a 
humidified chamber. Primary Abs were rabbit anti-EphA2, -EphA3, 
-EphA4 (Santa Cruz Biotechnology) and goat anti-EphA8 (R&D Systems) 
polyclonal Abs; and mouse anti-CD 19, Alexa Fluor 647 anti-CD31, Alexa Fluor 
488 anti-ICAM -1, and Alexa Fluor 647 anti-VCAM-1 mAbs (BD Bio­
sciences). Preadsorbed species-specific secondary Abs (Invitrogen) were 
Alexa Fluor 546-coupled donkey anti-goat or a n ti^ b b it IgGs and Alexa Fluor 
488-coupled donkey anti-mouse IgGs.
Immunofluorescence stainings of tissue sections
Eight-micrometer LN tissue sections (Leica cryocutter at — 24°C) were 
air-dried overnight, fixed for 10 minutes in acetone (Panreac), and air-dried 
for 1 hour. Prehydrated tissue sections (PBS/0.5% BSA) were then 
incubated with anti-EphA2, -EphA3, -EphA4, or -EphA8 and anti-CD 19 
primary Abs followed by Alexa Fluor 546- and Alexa Fluor 488-labeled 
secondary Abs. After washing, sections were incubated with purified mouse 
IgGs followed by Alexa Fluor 647-coupled anti-CD31 mAb.
Immunofluorescence staining of TEM assays and 
colocalization studies
TN F-a-activated HUVEC monolayers were grown onto fibronectin-coated 
(10 |xg/mL) 12-well glass chamber slides (Lab-Tek chamber slides; Nunc). 
For TEM assays, nonadhered B cells were removed by aspiration, slides 
fixed (CellFix solution; BD Biosciences), and incubated with anti-EphA2 
and Alexa Fluor 488 anti— ICAM-1 primary Abs, then with Alexa Fluor 
546-labeled secondary Ab.
For colocalization studies, HUVEC monolayers were cultured in the 
incubator (37°C, 5% CO?) with fluorescent preclustered forms of either
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EFNA4-FC (0.5 |xg/10^ cells) or of anti-ICAM-1 mAb (0.1 |xg/10^ cells). 
Cultures were fixed (CellFix; BD Biosciences) at 15, 30, or 60 minutes. As 
appropriate, fluorescent EFNA4-Fc treatments were incubated with either 
anti-EphA2 or -EphA4 primary Abs followed by Alexa Fluor 546 second­
ary Ab or with Alexa Fluor 488 anti-ICAM -1, Alexa Fluor 647 an ti- 
VCAM-1, and anti-EphA2 primary Abs followed by Alexa Fluor 546 
secondary Ab. Anti-ICAM-1 treatments were stained with Alexa Fluor 647 
anti-VCAM -1 and anti-EphA2 primary Ab followed by Alexa Fluor 546 
secondary Ab.
Statistics
Data are mean values plus or minus SD or SEM from triplicate experiments. 
SPSS 15.0 for Windows was used for statistical analyses. Mean values were 
compared by 1- or 2-sample 2-tailed Student t test. Significance was 
recognized at P values less than .001, .005, or .05.
Results
The CD31 + vascular endothelia of CLL and normal LNs express 
the EphA2 receptor for EFNA4
As determined by flow cytometry, PB CLL cells show an increased 
expression of EFN A4 compared with normal B cells (M FI 
30.56 ±  15.31 and 8.04 ±  0.23, respectively; Table 1), inversely 
correlating with clinical lymphadenopathy (M FI 21.11 ±  7.99 and 
41.60 ±  14.66, P <  .01, with and without lymphadenopathy, respec­
tively; Table 1), in keeping with our previous results.
We analyzed the expression of EphA receptors in vascular 
endothelial cells from the enlarged LNs of 3 patients with CLL. As
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determined by flow cytometry, most (98% ±  4.66%) CD31 +CD5“ 
C D ]9“ cells from CLL LNs strongly bound EFNA4-Fc proteins 
compared with the other LN-cell subpopulations studied (Figure 
] A). RT-PCR analyses of EphAs mRNA expression in isolated 
CD31+CD2 C D 5-C D  19 C D 13 CD 14 ' LN  cells (3 CLL lymph- 
adenopathies, 2 reactive LN, and 2 otherwise-normal sentinel LN), 
showed a high expression of EphA2 and, to a lesser extent, of 
EphA3, EphA4, EphA5, and EphA8 mRNAs (Figure IB). Immuno­
fluorescence studies in LN tissue sections confirmed a preferential 
expression of EphA2 by the CD31 + vascular endothelium (Figure 
1C), including high endothelial venules (Figure ID ). By contrast, 
EphA3, Eph A4, and EphAS were rarely expressed by the C D 3U  
vascular structures (Figure 1C). These results supported the thesis 
that EphA2-EFNA4 interactions could take place during TEM of 
CLL and normal B cells.
An altered TEM of CLL cells through HUVEC monolayers is 
mediated by EphA2-EFNA4 interactions
To ascertain a plausible role of EphA2-EFNA4 interaction in the 
TEM  of CLL cells or normal B cells, we carried out in vitro 
transmigration assays with TNF-a-activated HUVEC monolayers, 
which strongly expressed EphA2 and bound EFNA4-Fc fusion 
protein (Figure 2A). CLL cells from 7 of the 13 different CLL  
patients studied (nos. 1, 3, 4, 5, 8, 10, and 13), differing in EFN A4 
expression (Table 1), showed a poorer adhesion and TEM than 
normal B cells (Table 2). As determined by confocal microscopy 
analysis of similarly performed TEM experiments, endothelial 
EphA2 was largely concentrated in the cell contacts with B cells 
(Figure 2B), suggesting that EphA2-EFNA4 interactions can take 
place in the adhesion between both cell types.
To evaluate the role of this interaction in the TEM  assays, 
HUVECs or B cells were pretreated separately with EFNA4-Fc or 
EphA2-Fc homodimers, respectively, thus blocking EphA2- 
EFNA4 interactions whereas cells binding of Eph/EFN-Fc ho­
modimers could induce signaling into them (supplemental Figure 
2)}^  As determined by flow cytometry, CLL cells from the 7 cases 
analyzed bound EphA2-Fc homodimers (Figure 2C), which was 
largely inhibited by preincubating cells with an anti-EFN A4 Ab 
(Figure 2C). Confocal microscopy studies showed that HUVECs 
bound EFNA4-Fc preferentially through EphA2 but not EphA4 
(Figure 2D), another putative receptor for EFN A4 found in 
HUVECs (RT-PCR analyses not shown).
EphA2-Fc pretreatment of CLL cells further impaired TEM  
(Table 2), slightly improving that of normal B cells (Table 2). 
By contrast, EFNA4-Fc pretreatment of HUVECs reversed the 
impaired TEM  of CLL cells (Table 2), as the number of them 
adhered increased (Table 2) in correlation with a significant 
decrease in the nonadhered cells (Table 2), which was accompa­
nied, in 4 of the CLL samples (CLL nos. 4, 5, 8, and 10), by a 
significant increase in transmigrated cells (Table 2). These 
results suggested that EFN A4 signaling into the highly positive 
CLL cells can inhibit TEM , through modulating adhesion and/or 
transmigration, whereas EphA2 signaling into endothelia pro­
motes this process.
CLL cells have an impaired adhesion to HUVECs that is related 
to EFNA4 expression
To evaluate whether the adhesion potential of CLL cells to 
HUVECs can be correlated with clinical-stage and EFN A4 expres­
sion, we measured the formation of conjugates between both cell 
types by flow cytometry (supplemental Figure 1). In control
Table 2. TEM of CLL 
monolayers and the
cells and normal B cells through HUVEC 
effect of EphA2-Fc or EFNA4-Fc addition
Sample/fraction no.
Treatment, %
hFc control EFNA4-FC EphA2-Fc
CLL-1
FI 96.49 ± 0.11 76.91 ± 0.10* 99.21 ± 0.03*
F2 3.35 z 0.05 22.94 ± 0.09* 0.78 ± 0.04*
F3 0.16 ± 0.05 0.16 ± 0.01 0.02 ± 0.01
CLL-3
FI 94.66 i  0.91 80.73 ± 1.46t 96.58 ± 0.31
F2 3.72 ± 0.38 17.10 ± 1.20* 2.60 ± 0.07
F3 1.63 ± 0.53 2.17 ± 0.25 0.82 ± 0.24
CLL-4
F1 96.47 ± 0.25 73.35 ± 0.15* 98.93 ± 0.08*
F2 3.20 ± 0.26 26.21 ± 0.15* 1.06 ± 0.08*
F3 0.32 ± 0.01 0.45 ± 0.00* 0.00 ± 0.00*
CLL-5
F1 94.47 ± 0.08 65.80 ± 0.26* 98.94 ± 0.22*
F2 5.30 r  0.06 33.81 = 0.26* 1.06 ± 0.23*
F3 0.24 ± 0.02 0.40 ± 0.01* 0.00 ± 0.00*
CLL-8
FI 82.62 ± 2.13 62.32 ± 1.54* 95.12 ± 0.95*
F2 11.29 ± 1.47 22.68 ± 0.45* 3.11 ± 0.64*
F3 6.10 ± 0.66 15.00 ± 1.09* 1.78 ± 0.30*
CLL-10
FI 75.49 ± 0.42 48.35 ± 0.85* 89.24 ±0.16*
F2 16.10 -  0.21 35.83 z 0.58* 4.32 ± 0.02*
F3 8.41 ± 0.21 15.82 ± 0.27* 6.45 ± 0.18*
CLL-13
FI 90.83 ± 0.12 63.23 ± 0.16* 98.98 ± 0.00*
F2 8.26 ± 0.09 35.90 - 0.14* 1.01 ± 0.01*
F3 0.91 ± 0.03 0.88 ± 0.02 0.02 ± 0.01*
NBC-1
F1 50.94 ± 0.08 44.78 ± 1.08* 51.73 ± 0.37
F2 27.25 ± 0.35 28.51 ± 0.70 22.43 ± 0.61*
F3 21.80 i  0.43 26.72 ± 0.38* 25.85 ± 0.23*
NBC-2
FI 60.59 ± 0.56 43.17 ± 0.25* 55.62 ± 0.54*
F2 26.45 ± 0.61 40.90 ± 0.15* 18.89 ± 0.16*
F3 12.95 ± 0.05 15.94 ± 0.10* 25.50 ± 0.70*
TEM assays were carried out by coculturing normal B cells or CLL cells with 
HUVEC monolayers during 2 hours, and nonadhered (FI), adhered (F2), or transmi­
grating cells (F3) were counted by flow cytometry. The absolute number of cells 
recovered within each fraction (Fn) was normalized to the total number of them 
recovered (Fn/FI + F2 = F3) and expressed as percentages (%). CLL/normal 
B cells or HUVECs were pretreated with saturating amounts of EphA2-Fc or 
EFNA4-FC, respectively. Values are mean ± SD from triplicates. Significant differ­
ences between treated and control hFc cultures were calculated by 1-sample, 
2-tailed Student ftest.
CLL indicates chronic lymphocytic leukemia; F, fraction; hFc, Fc fragment of 
human IgG immunoglobulin; HUVEC, human umbilical vein endothelial cell; NBC, 
normal B cell; and TEM, transendothelial migration.
"Value of P <  .001. 
tValue of P <  .005.
TValue of P < .05.
conditions (hFc-only pretreated cells), CLL cells from the 13 
patients examined (Table 1) showed a reduced adhesion to 
HUVECs compared with normal B cells (conjugate percentages at 
60 minutes =  8.58 ±  3.76 and 27.27 ±  4.39, respectively; Figure 
3A). Among CLL cases, adhesion was significantly greater in 
advanced disease stages (11.99 ±  1.93 and 9.76 ±  3.40, intermedi­
ate or high-risk stages, respectively) than in the low-risk ones 
(4.55 ±  1.96; Figure 3A) as well as in those cases having 
lymphadenopathy (11.94 ±  2.17; CLL nos. 5-11) than in those not 
having it (5.23 ±  1.90; CLL nos. 1-4, 12, and 13; F <  .001), 
inversely correlating with EFN A4 expression (Figure 3B).
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Figure 3. CLL cells show an Impaired adhesion to HUVECs that can 
be correlated with EFNA4 expression and EphA2-EFNA4 interac­
tions. (A) The percentage of CLL (nos. 1 -13) or normal B cells 
(3 samples), adhered to HUVECs (conjugates) were analyzed by flow 
cytometry (supplemental Figure 1 ) after 60 minutes coculture of PKH26- 
labeled HUVECs with the CFSE-stained B cells. Data are mean ± SD.
(B) Percentage of conjugated CLL cells at 60 minutes relative to EFN A4 
expression (MFI, Table 1; r, Pearson correlation coefficient, P <  .05).
(C) HUVECs or B cells (CLL/normal) were preincubated separately with 
saturating amounts of EFNA4-Fc or EphA2-Fc homodimers, respectively 
(0.5 ixg/10® cells), then washed and cocultured for 60 minutes, as in panel 
A. The percentage of conjugates in the treated cocultures was expressed 
as x-fold change relative to control conditions (hFc; x-coordinate crosses 
y-coordinate at 1). Most treatments were significantly different from hFc 
controls (P < .05) except that of normal B cells plus EphA2-Fc (nonsignifi­
cant).
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These results suggested a role for this molecule in the TEM of 
CLL cells. In support of this, LphA2-Fc and LFNA4-Lc treatments 
differentially affected the adhesion of CLL or normal B cells to 
HUVLCs (Figure 3C). Although LphA2-Lc treatment significantly 
inhibited adhesion of CLL cells (up to 0.2 times relative to hFc 
conditions; Figure 3C), LFNA4-Fc pretreatment of HUVLCs 
markedly increased it in both B-cell types (up to 2.6 times relative 
to hFc conditions in CLL no. 3; Figure 3C).
EFNA4 signaling into CLL cells results in a reduced adhesion 
to different substrates
Upon LphA2-Fc treatment of CLL cells from 7 different patients 
(CLL nos. 1, 3, 4, 5, 8, 10, and 13), no significant changes of 
expression were observed in several CAMs examined implicated in 
the TLM  of lymphocytes, including CD62-L (L-selectin), C D lla  
(aL  subunit of integrin LFA-1), CD 18 (|32-integrin), CD29 (p i-  
integrin), or CD49d (a4 integrin, VLA-4), except for down- 
modulation in the CD44 antigen (Figure 4A).
Then, we evaluated whether LphA2-Fc-treated CLL cells 
modulate their adhesion to several of the ligands for the CAMs 
examined (Figure 4B). LphA2-Fc-treated CLL cells from the 
7 patients showed a marked decrease in adhesion to most of the 
LCM  components tested, specially FN, VN , and type 1 collagen 
(Figure 4B) but also to lCAM -1 and VCAM -1 (Figure 4B). By 
contrast, normal B cells did not significantly change their 
adhesion to these ligands after LphA2-Fc treatment (Figure 4B). 
These results suggest that LFNA4 signaling plays a cell- 
autonomous role in the adhesion properties of CLL cells to 
endothelium, largely inhibiting it, which can be linked to an 
impaired TLM  potential.
200
EFNA4 signaling into CLL cells inhibits CCL-19 chemotaxis
CLL cells express functional CCR7, CXCR4, and CXCR5 chemo­
kine receptors, which could be implicated in their migration into 
LN.^"* Thus, CLL TLM  assays were performed in the presence of 
CCL19, CXCL12, or CXCL13 chemokine gradients and the effect 
of LphA2-Fc or LFNA4-Lc treatments was evaluated. In control 
cultures, CLL cells (CLL nos. 1, 3, 4, 5, 8, 10, and 13) showed a 
better TLM  in response to CCL19 chemokine than to CXCL12 or 
CXCL13 (Figure 5A). LphA2-Fc-treated CLL cells transmigrated 
significantly less than untreated cells in response to all 3 chemo­
kines (Figure 5A). By contrast, although LFNA4-Fc pretreatment 
of HUVLCs significantly enhanced the CCL19 mediated T LM  of 
CLL cells, it had a negative effect on that induced by CXCL12 or 
CXCL13 chemokines (Figure 5A).
In the absence of HUVLC monolayers, only the CCL19- 
mediated chemotaxis of CLL cells was significantly inhibited by 
LphA2-Fc treatment (Figure 5B), suggesting that LFNA4 modu­
lates cell-autonomously the CCR7-mediated chemotaxis.
Normal B cells also showed a significantly increased CCL19- 
mediated TLM  upon LFNA4-Fc treatment of HUVLCs (Figure 
5A) and, in the absence of endothelial cells, LphA2-Fc treatment 
slightly inhibited CCL19 chemotaxis (Figure 5B). No significant 
changes in the TLM  or chemotaxis of normal B cells mediated by 
CXCL12 or CXCL13 chemokines were noted (not shown).
EphA2 clustering on HUVECs recruits ICAM-1 and VCAM-1
LFNA4-Fc-induced relocalization of LphA2 on HUVLCs (Figure 
2D) could be also associated with an lCAM-1 and VCAM-1 
topologic redistribution, both implicated in the lymphocytes’ TLM . 
LFNA4-Fc fluorescent spots formed on the cell surface of cultured 
HUVLC monolayers, migrated inside the cell, and concentrated
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Figure 5. CCL19-, CXCL12-, or CXCL13-medlated TEM of CLL cells can be 
modulated by the EphA2-EFNA4 Interaction. (A) CLL cells differing in EFNA4 
expression (CLL nos. 1 ,3 ,4 , 5, 8, 10, and 13) or normal B cells (3 samples; Table 1 ), 
were labeled witfi CFSE and added to the upper chamber of Transwell inserts 
(5 X 10^/ well), which contained a HUVEC monolayer grown onto them and 
chemokines added to the lower chamber (CCL19, 500 ng/mL; CXCL12. 100 ng/mL; 
CXCL13. 1000 ng/mL). HUVECs or CLCnormal B cells were treated separately with 
EFNA4-FC or EphA2-Fc homodimers (0.5|xg/10® cells. 30 minutes. 37"C), and 
chemotaxis was allowed to proceed tor 2 hours. The number of cells migrated was 
determined by FACS. Mean values from triplicate experiments were compared with 
respect to control conditions (hFc-only-treated cells) The statistically significant 
differences are indicated by the P value. (B) Chemotaxis assays were performed as 
in panel A, in the absence ot HUVECs and ot the corresponding EFNA4-Fc treatment. 
Experiments were done in triplicate.
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Figure 4. EFNA4 signaling of CLL cells down-modulates CD44 expression and 
decreases their adhesion to ECM molecules and ICAM-1 or VCAM-1 CAMs.
(A) CLL cells were cultured tor 1 hour in the absence (empty profiles) or presence 
(gray histograms) ot saturating amounts (0.5 p.g/10® cells) ot soluble EphA2-Fc 
homodimers, then stained with Abs tor flow cytometric analyses ot CD18, CD29, 
CD62-L (top). C D lla ,  CD49d, or CD44 expressions (bottom; black histograms, 
background staining). A representative experiment is shown. (B) EphA2-Fc- 
incubated (0.5 ji.g/10® cells) or hFc-only-treated CLL cells (CLL nos. 1, 3, 4, 5, 8, 10, 
and 13), corresponding to different EFNA4 expression levels (Table 1), or normal 
B cells (3 samples), were cultured tor 2 hours onto ECM- or CAM-coated culture 
wells (3 X lO^/well). Nonadhered cells were recovered and counted by the use ot 
FACS A measure ot the effect ot EphA2-Fc treatment on the cells adhesion was 
expressed as x-told change relative to control hFc (number ot nonadhered cells 
recovered in the treated cultures divided by those recovered in the corresponding hFc 
control ones) and represented against the corresponding EFNA4 expression (MFI) 
as determined by FACS (r, Pearson correlation coefficient, P <  .05). Values are 
mean from triplicates.
perinuclearly in the basal side of HUVECs during a 60-minule 
culture (Figure 6A). The EphA2 clusterization induced by 
EFNA4-Ec was accompanied by an ICAM-1 and, to a lesser extent, 
VCAM-1 sequestration (Figure 6B). In contrast, cross-linking of 
ICAM-1 on HUVECs did not result in a similar colocalization with 
FphA2 (Figure 6B), suggesting that lCAM-1 can act independently 
of FphA2.
Discussion
In the present study, we demonstrate that expression of FFNA4 in 
B cells can be linked to the TEM process through a novel 
interaction with endothelial FphA2. Furthermore, in the case of 
CEE cells, the high expression of EENA4 negatively mediates in 
the TEM, possibly regulating their extravasation potential.
A reduced extravasation capacity of CLL cells compared with 
that of normal B cells is supported by previous studies. Thus, “’'Cr 
labeling of CLL cells demonstrated that they leave the circulation 
less rapidly than normal B lymphocytes," and (^H)thymidine- 
labeled CLL cells were shown to survive in the circulation of a 
CLL patient for many weeks without any evidence of extravasa­
tion.'" In line with this, several in vitro studies'- have shown 
that the CLL cell has a reduced capacity to adhere to and/or 
transmigrate through endothelial-cell monolayers compared with 
normal B cells, whereas an increased adhesion to endothelium is 
observed in the more advanced stages.* " A  recent study' ^  has also 
shown a severely impaired in vitro TLM  capacity and in vivo 
homing of human PB CLL cells to murine peripheral LNs com­
pared with normal B lymphocytes, which has been related to a 
defective integrin expression by CLL cells. We demonstrate that 
CLL cases with a low LLNA4 expression show a corresponding 
greater capacity to adhere to and transmigrate through HUVLC  
monolayers than those with greater expression, in correlation with 
disease stage and the presence or absence of lymphadenopathy in 
these patients, respectively.
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Figure 6. EphA2 colocalizes with ICAM-1 and VCAM-1 after In vitro 
EFNA4-FC treatment of HUVECs. (A) HUVEC monolayers grown onto 
glass chamber slides and overnight activated with TN F-a (10 ng/mL) were 
incubated for 60 minutes with Alexa Fluor 405-EFNA 4-Fc protein com­
plexes. After cell fixation of cultures (at 15, 30, or 60 minutes), confocal 
images were acquired from the apical to the basal side of cells (0.1-p.m 
z-steps; 6 3 X immersion-oil objective). Pseudocolor Z-series projections of 
image stacks were created (Leica LCS software) to determine the 
topologic distribution of EFNA4-Fc spots at each time point (left). At each 
time point, the number of basal and apical EFNA4-Fc spots was deter­
mined through image segmentation and analysis (MetaMorph version 7.1 ; 
right), according to the coior threshold established in the pseudocolor 
scale bar (red regions, apical; blue regions, basal). Images are from a 
representative experiment after 60 minutes of culture. (B) HUVECs mono­
layers grown as in panel A were treated with either EFNA4-Fc pro­
tein complexes (preclustered with biotinylated anti-His Ab followed by 
streptavidin-Alexa Fluor 405) or cross-linking anti-ICAM-1 mAb (anti- 
ICAM-1 primary Ab preclustered with anti-mouse Alexa Fluor 488 Ab, 
green). Cultures were fixed after 15, 30, or 60 minutes and immunostained 
to analyze the colocalization of clustered EphA2 (anti-EphA2 plus 
Alexa Fluor 546 secondary Ab) with ICAM-1 (Alexa Fluor 488 Ab) or 
VCAM-1 (Alexa Fluor 633 Ab) or of EphA2 (Alexa Fluor 546) or VCAM-1 
(Alexa Fluor 633 Ab) with ICAM-1, respectively. Z-series confocal images 
were acquired as in panel A. Fluorescent images are from a representative 
experiment of EFNA4-Fc treatment. Fluorescent blue-red spots, corre­
sponding to EFNA4-FC aggregated EphA2 (left), were identified as objects 
through color thresholding (Metamorph software; white regions). The 
percentage of these regions containing ICAM-1 (green, right), was mea­
sured to determine EphA2 colocalization. The graphs represent the results 
from the corresponding treatments.
ICAM-1 VCAM-1
A ntigens examined
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In other systems, the magnitude of Eph/EFN signaling is largely 
dictated by the extent of clusterization, leading to opposing 
responses such as cell adhesion or r e p u l s i o n . T h u s ,  the 
greater EFN A4 expression in CLL cells than in normal B cells 
seems to explain their different responses to similar EphA2 
endothelial interactions. Accordingly, the EphA2-Fc treatment of 
CLL cells diminishes the proportion of cell conjugates established 
between them and HUVECs in an EFN A4 expression-dependent 
manner. EFN A4 reverse signaling has been reported to act through 
repulsive signals in other systems like inhibiting sensory neurite 
outgrowth within the developing mouse skin,^ ® further suggesting 
that this molecule can lead to repulsive signals during cell-cell 
contacts in the TEM process.
EFN A4 signaling can modulate CLL-cell adhesion to endothe­
lium through regulating other CAMs, as previously reported for 
other Eph/EFN members in different cell types, although the 
specific pathways of EFN As reverse signaling are largely un­
known. In fact, it down-modulated CD44 expression in CLL cells, 
a CAM implicated in the normal trafficking of lymphocytes but 
also in CLL, as well as impairing their adhesion to several integrin 
ligands, including ECM components like FN, VN, laminin, or 
endothelial CAMs, like ICAM-1 and VCAM-1, the magnitude of 
these effects being correlated with the levels of its expression.
Our results show that, in the absence of HUVECs, EFN A4 
signaling can inhibit the CCL19-mediated chemotaxis of CLL cells 
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whereas CXCL12 or CXCL13 chemotaxis remained unaffected, 
supporting a major role in the CCR7-mediated migration. In the 
chemokine TEM  assays, when EFNA4-Fc is added to cultures, the 
inhibitory effects of reverse signaling are not taking place, thus 
allowing adhesion but also CCL19-mediated migration. A coopera­
tion between CCL19 and EphA2 forward signaling could also 
contribute to the increased TEM of CLL cells. In the case of 
C X C LI2 and CXCL13, an increased adhesion caused by the 
absence of EFN A4 signaling is not sufficient for the TEM of CLL, 
suggesting that either EphA2 signaling is inhibitory for the TEM  
mediated by these chemokines and/or that they require a bidirec­
tional EphA2-EFNA4 signaling. Further work will be necessary to 
clarify these hypotheses.
An essential property of Eph-EFN interaction is that it can 
result in bidirectional signaling into both the Eph- (forward 
signaling) and the EFN-expressing cells (reverse signaling).^ '^^^  ^^ '* In 
our experimental conditions, the use of homodimeric Eph/EFN-Fc 
fusion proteins blocks bidirectional signaling while inducing Eph 
receptor clusterization and signaling.^  ^This results in an imbalance 
in the bidirectional EphA2-EFNA4 signaling, similar to what is 
achieved in other systems when over-expressing Eph/EFN trun­
cated forms lacking intracellular signaling domains,^  ^ but allows 
the cell- or non-cell-autonomous roles of the interacting Eph/EFN 
molecules to be analyzed. However, it remains to be determined
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Figure 7. Summary of a hypothetical model of B cell TEM according to 
EphA2-EFNA4 interaction and its regulation by EFNA4 signaling strength. Low
levels of EFNA4 expression, like those present in most of the normal PB B cells, allow 
TEM progression to proceed through generating EphA2 forward signals into endothe­
lial cells that connect to the adhesion machinery (at least ICAM -1, VCAM-1 CAMs). 
By contrast, the greater the levels of EFNA4 expression in B cells, as determined in 
CLL B cells, led to inhibitory reverse signals that impair TEM.
whether a complete absence of EphA2-EFNA4 bidirectional signal­
ing between lymphocytes and endothelium can be compensated or 
not by other Eph/EFNs expressed by both cell types, further 
clarifying the redundant or nonredundant role of these molecules in 
the studied TEM of lymphocytes.
C D 3U  endothelial cells in human LNs mainly expressed 
EphA2 and rarely other members of the Eph family A such as 
EphA3, EphA4, and EphA8, which are preferentially expressed by 
nonendothelial cells scattered throughout the LN parenchyma, 
supporting the view that EFNA4-EphA2 interactions mediate the 
TEM of normal B cells. EFNA4-Fc treatment of HUVECs simi­
larly affected CLL and normal B-cell TEM , increasing their 
adhesion and CCLl 9-dependent and -independent TEM , suggest­
ing that EphA2 signaling into endothelium promotes TEM. One 
way of proceeding may be in concert with ICAM-1 and VCAM-1 
molecules as the internalization of EphA2-EFNA4-Fc complexes 
in HUVECs was accompanied by ICAM-1 and VCAM-1 sequestra­
tion. Indirect evidence has suggested the involvement of EphA2 in 
leukocyte extravasation in other systems such as in thrombin- 
induced in vitro up-regulation of ICAM-1 in endothelial cells '^ as 
well as the known up-regulation of endothelial EphA2 upon 
inflammatory stimuli.
In accordance with the role played by Eph receptors in 
regulating cell shape and movements through reorganizing the 
cytoskeleton,'^ '" we propose that EphA2 could act through 
connecting the adhesive structure formed by ICAM -1 and 
VCAM -1 with the endothelial cytoskeleton that forms during 
TEM . The EphA2-EFNA4 interaction could work through 
regulating adhesion/detachment at discrete sites of contact 
between both cell types as in the “invasive” podosomes 
extended by lymphocytes to palpate the surface of the endotheli­
um.^  ^ Detachment at sites of EphA2-EFNA4 interactions could 
occur through endocytosis of molecular complexes, a mecha­
nism that has been shown to account for Eph/EFN signaling 
t e r m i n a t i o n . A c c o r d i n g l y ,  when HUVECs were treated 
in culture with EFNA4-Fc, EphA2-EFNA4Fc complexes under­
went rapid cell internalization. Furthermore, EFNA reverse 
signals can be modulated by cell-surface shedding of the ligand 
upon binding to EphA receptors through metalloproteases like 
AdamlO/Kuzbanian, which cleaves EFNA2 from the cell sur­
f a c e . B y  this mechanism, Eph-receptor-bearing structures, 
such as growth cones, change their response to EFNA molecules 
from adhesion to repulsion.S im ilarly, EphA2-EFNA4 interac­
tions between endothelium and B cells could be actively formed 
and terminated to proceed with the TE M  process in concert with 
other mechanisms, including those mediated by chemokines.
In summary, our results support the thesis that TEM  of B cells 
can be mediated by EphA2-EFNA4 interactions and that it is 
largely dictated by the magnitude of EFN A4 reverse signaling into 
lymphocytes, leading to an overall repulsion when EFN A4 signal­
ing strength overpasses a threshold, as it is the case in CLL. In 
contrast, the magnitude of EphA2 signaling into endothelial cells 
induced upon binding different levels of EFN A4 and its impact on 
B-cells TEM  needs further evaluation (Figure 7).
Although other mechanisms might contribute to the develop­
ment of clinical lymphadenopathy, such as the rate of cell 
proliferation/death within the infiltrates^^ and, presumably, the 
levels of lymphocyte egress/retention at the LN, interfering CLL  
cell extravasation might have therapeutic potential through 
preventing their migration into LN. Signaling through EFN A4 
remarkably blocks TEM  in vitro, suggesting that management of 
this molecule could potentially prevent CLL cell extravasation. 
Further work is necessary, however, to conclusively address 
these issues.
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Primer pairs used for RT-PCR analyses
Primer pairs were as follows: EphAl (FW-GCCACCATCTGTACCTGTGA, RV- 
CTGACACTCCATTTTGGGCT); EphA2 (FW-GAACAACTGAAGCCCCTGAA; RV- 
ATGATGTTGTGGTGGCTGAA); EphA3 (FW-CCAGCAACATGGATTGTCAG; RV- 
CAAACTGTCGAGGGAGGAAG); EphA4 (FW-TGACGCATCCTGCATTAAGA; RV- 
ATAGGAATCTTGCCACCCCT); EphA5 (FW-ATCCCAATCAAGCTGTCCAC; RV- 
GTGAACTGCCCATCGTTTTT); EphA? (FW-GACCAAGAAGGCGATGAAGA; RV- 
TGCATCTAGGGCTCCATTTT); EphA8 (FW-TCCCAGAGCCCCAGTTCTAT; RV- 
ATGTTGGGATGGTCGAATTG); EphAlO (FW-CCAAGTGTGCCCTGACTACCTGTC; RV- 
GTTCAGCCAAAGAGATGCCTAGGCTCAC); P-actin (FW- 
AGAGATGGCCACGGCTGCTT;RV-ATTTGCGGTGGACGATGGAG).
Cell treatments with recombinant proteins
Recombinant EphA2-Fc or EFNA4-Fc proteins (R&D, Vitro, Spain) were homodimers 
consisting o f two N-terminal extracellular binding domains o f the corresponding molecule fused 
to poly-histidine (6xHis) C-terminal tagged Fc fragments of human IgG immunoglobulin.
Where indicated, HUVECs or B cells were incubated firstly with purified human IgG Fc 
fragments (hFc, 1.0 pg/10^ cells) (Jackson Immuno-Research, Europe), then with saturating 
amounts of EFNA4-Fc or EphA2-Fc (0.5 pg/10^ cells, as determined by flow cytometry titration 
experiments, 0.1-0.25-0.5 and 1.00 pg/10^), respectively, and washed before culture. All 
incubation steps were conducted for 30 minutes in a humidified incubator (37°C, 5% CO2).
Confocal microscopy
Fluorescent pre-clustered forms of EFNA4-Fc were obtained by incubating EFNA4-Fc with 
biotinilated anti-His Ab (R&D) and SAV labeled AlexaFluor-405 or AlexaFluor-488 
(Invitrogen).
Hoechst 33342 (Invitrogen) was used for counterstaining cell nuclei. Slides were finally mounted 
with 0.14 mm optical grade glass cover-slips in mounting medium for fluorescence (ProLong- 
Gold, Invitrogen).
Image analysis
To visualize graphically the co-localization of EFNA4-Fc and EphA2 or EphA4 in the EFNA4- 
Fc treated HUVEC cultures, bi-parametric two-channel fluorescence plots were created (LCS 
software, Leica). Co-localization was evidenced within Regions of interest (ROI).
To measure the topological cell localization of EFNA4-Fc treatments in HUVECs cultures, 
pseudocolor projections of z-stacks were created (LCS software, Leica). Fluorescent spots were 
segmented as objects upon fluorescence intensity thresholding (Metamorph v7.1 software. 
Universal Imaging, USA) and the percentages o f fluorescent spots located in a basal or apical 
position were determined according to a color threshold established in the pseudocolor scale 
(Metamorph v7 .1).
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Table SI. Clinical details of patients with CLL
Case no. Age
(y)
Sex
(gender)
Stage 
(Rai mod.)
Lympha­
denopathy
Hb
(R/dL)
WBC
(xlo'^/L)
CD38
(%)
ZAP-70
(M FI)
Cytogenetics
CLL-1 65 M LO NO 12.3 128 21 10.23 Normal
CLL-2 75 F LO NO 14.2 201 1 6.63 13q-
CLL-3 83 M LO NO 11.6 65 5 8.23 ND
CLL-4 62 M LO NO 13.5 45 0 45.23 13q-
CLL-5 76 M IN T YES 11.5 66 23 21.23 +12
CLL-6 54 F IN T YES 13.2 32 15 36.23 13q-
CLL-7 78 F IN T YES 11.21 121 1 8.65 13q-
CLL-8 89 M INT YES 14.5 96 0 49.23 13q-
CLL-9 59 M H I YES 9.32 85 32 6.60 Normal
CLL-10 66 M HI YES 8.9 55 3 9.63 13q-
C LL-11 71 M m YES 9.1 206 6 26.69 12+
C LL-12 91 M HI NO 7.8 144 25 65.98 17p-
C LL-13 63 F H I NO 8.5 85 0 5.63 13q-
Hb indicates hemoglobin; WBC, white blood cell count; ND, non determined; MFI, mean fluorescence intensity. 
CD38 and ZAP-70 expressions were determined by flow  cytometry.
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Figure SI
(A) Flow cytometric analyses of CLL/B-cell adhesion potential to HUVECs were done after co­
culture of PKH26 labeled HUVECs with CFSE labeled B cells (B-cell conjugates). The whole 
CFSE labeled population was gated (discontinuous rectangular gate) and the percentage of 
PKH26 estimated in an FL2-H histogram (horizontal line). (B) Cell conjugates were done with 
CLL cells (CLL nos. 1-13) or normal B cells (normal B cells, NBC nos. 1-3) pre-incubated with 
hFc and analyzed as in panel A at different time points. CLL cells were fi’om low (Rai 0, nos. 1- 
4), intermediate (Rai I-II, nos. 5-8) or high risk (Rai III-IV, nos. 9-13) patients. Data are 
meaniStdDev from triplicates. The values shown (mean±StdDev) are at 60 minutes.
Figure S2. Diagram illustrating EphA2-EFNA4 bidirectional signaling (arrows) that can 
take place upon interaction of HUVEC and B cells, in normal situations (I) and the 
hypothetical conditions reached in co-culture upon their pre-incubation with EFNA4Fc (II) 
or EphA2Fc (III) homodimers, respectively
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A better knowledge on the molecular mechanisms that govern leukocyte 
trafficking is o f the major relevance for 
the clinics. Both normal and pathologic 
extravasation of lymphocytes is a fine- 
tuned spatio-temporal event of migratory 
path-finding likely regulated by molecu­
lar guidance cues underlying cell move­
ments in other systems. We have recently 
reported that members of the Eph fam­
ily of receptor tyrosine kinases, namely 
£phA2 and one of its ligands, ephrin-A4 
(EFNA4), can mediate in the traffic of 
chronic lymphocytic leukemia (CLL) 
cells and presumably of normal B-cells 
between the blood and the tissues. The 
importance of EphA2-EFNA4 interac­
tions at the endothelium-lymphocyte 
interface during TE M  could rely on their 
attractive/repulsive properties. In  the 
present work, we expand on those results 
by including additional insights and 
new suggestions for future studies that 
remark the relevance of these molecules 
in overall cell adhesion dynamic events.
Introduction
Lymphocyte trafficking between blood 
and the tissues is an essential pro­
cess to assure lymphoid homeostasis.’ '^  
Lymphocytes migrate into (ingress) and 
out (egress) lymphoid tissues at the level o f 
specialized vascular structures named high 
endothelial venules (HEV). They har­
bor the molecular machinery for accom­
modating, upon cross-talk w ith putative 
transmigrating lymphocytes, transend­
othelial migration processes.  ^ In many 
pathological conditions, selective leuko­
cyte recruitment takes place at the level o f
newly instructed endothelial venules as a 
consequence o f context dependent signals 
including pro-inflammatory cytokines.
A  better knowledge of the molecular 
mechanisms orchestrating these processes 
is beneficial for the clinics including the 
development o f new therapies for many 
human diseases.
W ith in  the context o f extravasa­
tion, lymphocytes and endothelial cells 
exchange bidirectional signals leading to 
mutually dependent alterations in their 
respective behaviors. '^® A  multistep cell 
adhesion cascade is currently recognized 
to be involved in the extravasation pro­
cess that includes successive conditional 
lymphocyte-endothelial cell contacts: (1) 
tethering and “rolling” ; (2) firm adhesion; 
(3) crawling and, (4) transmigration fol­
lowed by tissue i n v a s i o n . T h e  first two 
steps, rolling and tethering, are the most 
relevant according to decisions-making, 
while the following steps are more con­
cerned w ith  the transmigration itself. The 
whole process is determined by the balance 
o f extracellular signals derived from the 
involved tissue, mostly in the form o f sol­
uble molecules like chemoattractants and/ 
or repellents (chemokines and others) and 
other factors like shear flow.^ "  As such, 
the intra/extravasation o f lymphocytes is a 
complex event where migratory path-find­
ing is regulated by numerous trafficking 
signals that selectively control the move­
ment o f distinct subsets o f immune cells 
into and out specific tissues.
Substantial progress has been made 
in dissecting the molecular mechanisms 
that orchestrate the directed movement o f 
leukocytes between the vasculature and 
the tissues ’^”  and w ith in  the later ones,’ ’^
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emphasizing the importance o f existing 
attractive / repulsive signals underlying 
leukocyte m igration^ Molecular mecha­
nisms that act in a context dependent 
manner such as bidirectional guiding cues 
during development or in adult plastic sys­
tems can be relevant to leukocyte migra­
tion as well, like netrins, semaphorins, slit 
ligands and Eph/ephrins.
Eph/Ephrins
The Eph family o f receptor tyrosine 
kinases and their ligands, ephrins (EFN), 
delivers attractive/repulsive signals that 
guide cell movements in a wide spectrum 
o f processes during development includ­
ing the axon growth cone during path- 
finding, the boundary formation or the 
cell positioning during morphogenesis 
through restricting cell intermingling.'^ ’  ^
An increasing body o f knowledge is show­
ing that Eph signaling also controls the 
architecture and homeostasis o f different 
adult tissues under normal and pathologi­
cal conditions,’ ''"’  ^ suggesting that com­
mon mechanisms o f cells behavior can be 
modulated by them. They represent there­
fore putative new tools in cancer diagno­
sis and as potentially relevant molecular 
therapeutic targets.
They are classified into two fami­
lies, EphA (nine members in humans) 
and EphB (six members), depending on 
the sim ilarity w ith in  each group o f the 
extracellular domain sequences and on 
their affin ity for the membrane bound 
ligands, ephrin (EFN), either o f type A  
(five members), which are glycosylphos- 
phatidylinositol (GPI) anchored pro­
teins to the cell membrane, or o f type 
B (three members), which have a single 
transmembrane domain. Receptor/ligand 
interactions are promiscuous w ith in  each 
subclass and certain inter-class interac­
tions also exist which can contribute to 
the fine-tuning o f cell processes. Most 
Eph receptors contain an active tyrosine 
kinase domain while ephrins lack in trin ­
sic catalytic activity but associate w ith 
tyrosine kinases and bind to several intra­
cellular targets.^® As such, an essential 
property o f Eph-EFN interaction is that 
it can result in bidirectional signaling 
into both the Eph- (forward signaling) 
and the EFN-expressing cells (reverse
signaling)^’ and the occurrence o f cell 
and non-cell autonomous roles.
An Impaired Transendothelial 
Migration Potential of Chronic 
Lymphocytic Leukemia (CLL) 
Cells can be Linked to Ephrin-A4 
Expression
We have recently described a novel molec­
ular interaction that could mediate in the 
trafficking o f CLL cells and, presumably, 
normal B-cells.^'’ Through comparing 
lymph node tissue biopsies and periph­
eral blood B-cell preparations from CLL 
patients and control subjects, not suffering 
any kind o f leukemia, as well as through 
several in vitro approaches, we showed 
that certain members o f the Eph recep­
tor family o f tyrosine kinases, namely the 
EphA2 receptor and one o f its ligands, the 
ephrin-A4 (EFNA4), could be involved 
in the B-cell trafficking through HEV. 
Overexpression o f EFNA4 in CLL cells 
compared to normal B-cells can partially 
explain the observed reduced extravasa­
tion capacity o f the former ones through 
repulsive signals. Besides, CLL cells from 
patients presenting clinical lymphadenop- 
athy expressed lower levels o f EFNA4 in 
correlation w ith a better in vitro adhesion 
and TEM , than those from patients who 
lack this clinical characteristic. Further 
experiments suggested that critical steps 
o f the extravasation process, such as adhe­
sion and/or transendothelial migration 
(TEM ), can be modulated upon the inter­
action o f EFNA4 expressed on lympho­
cyte cell surface w ith  the EphA2 receptor 
found in the luminal side o f CD3T HEV 
from lymph nodes.
EphA2 Expression in the HEV of 
Human Lymph Nodes could be 
Related to Specific Leukocyte 
Recruitment and/or Pathologic 
Conditions
Our study demonstrated strong expres­
sion o f EphA2 in the H EV from human 
lymph nodes, supporting the hypothesis 
that EphA2-EFNA4 interaction could 
mediate in the leukocyte trafficking 
between the blood and the tissues, at least 
in CLL.^^ EphA2 has been implicated in 
endothelial processes like angiogenesis
and tumor neovascularization^^'^^ through 
orchestrating cell-cell contacts as well as 
in the paracellular permeability o f some 
vascular vessels^  ^ suggesting that it could 
be implicated in the dynamics o f endothe­
lial junctions during leukocyte passage 
through HEV. Besides, EphA2 has been 
related w ith the adhesion o f leukocytes 
to endothelia in a thrombin-mediated 
inflammation in vitro system^* and in 
other inflammatory conditions.^^ In 
mice, class A  Eph/ephrins has also been 
related w ith  T-cells trafficking.^” We have 
recently realized that the high expression 
o f EphA2 found in most o f the H EV from 
CLL lymph nodes is limited to a “subset” 
o f HEV w ith in  the control lymph nodes 
(Fig. 1), which we are currently charac­
terizing. Thus, upregulated expression o f 
EphA2 at certain H EV could be function­
ally related w ith specific leukocyte recruit­
ment and/or pathologic conditions like in 
the CLL studied.
Disclosing EphA2-EFNA4 
Bidirectional Signaling within the 
Molecular Context of 
Extravasation
As alluded to above, understanding how 
Eph/ephrin mediates their action is often 
complicated by the fact that both ligands 
and receptors are expressed in both cells 
involved in the interaction, which can lead 
to bi-directional signaling cascades. In 
order to evaluate in vitro the importance 
o f each o f the members in the performed 
assays,^  ^ HUVECs or B-cells were pre­
incubated separately w ith  soluble recom­
binant homodimers o f the extracellular 
portion o f human EFN A4 or EphA2, 
respectively, carrying a poly-His tag that 
allowed us further flow cytometry analysis 
o f cells binding. By this way, we assured 
that EphA2-EFNA4 interactions are 
blocked in the co-cultures and that even­
tual signaling would only take place in the 
pre-incubated population. Both H U VEC  
and B-cells can express other Eph/ephrin 
members that bind to the corresponding 
recombinant homodimer such as EphA4, 
in the case o fTNF-a activated HUVECs,^^ 
and several EFNA ligands, in the case o f 
CLL or normal B-cells.^’ Binding assays 
demonstrated that HUVECs bound 
EFNA4-Fc mainly through EphA2, as
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determined by confocal microscopy, and 
that C L L  cells bound EphA2-Fc mainly 
through EFN A 4, as determined by flow 
cytometry/^
Nevertheless, the co-expression of 
other members and/or counter receptor or 
ligands w ithin single cells or cell subpopu­
lations should be considered. Thus, the 
differential expression o f some members 
w ithin a given cell population, mainly 
B-cell subpopulations,cou ld  have side 
effects in the overall population response. 
Co-expression of different E p h /E F N  
members is commonly observed and some 
o f them have been referred as a mecha­
nism o f regulation o f Eph/EFNs signaling. 
These include receptor-ligand interactions 
in cis^ '^^  ^ and the formation o f Eph recep­
tor heterocomplexes, including the partic­
ipation o f kinase defective Eph receptors 
like EphB6 and/or splice variants,’  ^which 
modulates the magnitude and type o f 
signaling and the cell outcome. Thus, it 
would be interesting to carry out adhesion 
and T E M  assays by co-culturing mixtures 
o f EphA2-Fc treated and non-treated 
B-cells as well as different combinations o f 
B-cell subpopulations according to other 
differentially co-expressed members.
The role played by E phA 2-EFN A 4  
interactions in the T E M  of C L L  cells can 
also be related with chemokine-mediated 
chemotaxis.^^ C C R 7 mediated chemotaxis 
of C L L  cells can be directly modulated, in 
a cell autonomous way, by E FN A 4 signal­
ing while C X C R 4 or C X C R 5 chemotaxis 
were only affected in the T E M  assays. It 
suggests that cell-cell contact dependent 
bidirectional E phA 2-EFN A 4 signals 
between B-cells and H U V E C s  differ­
entially modulated chemokine driven 
migration. Transmigrating lymphocytes 
might recognize endothelial-presented 
chemokines in a cell contact dependent 
manner which is instrumental for integ- 
rin mediated lymphocyte adhesion and 
transendothelial m i g r a t i o n . I n  the case 
o f C X C R 4 or C X C R 5 mediated T E M ,  
the C L L  cell outcome is the same, i.e., 
no or less migration, whether H U V E C  
or C L L  cells are pre-incubated with the 
corresponding recombinant molecule, 
suggesting that bidirectional Eph-EFN  
signals mediate the T E M  induced by the 
chemokines. Another non-excluding pos­
sibility could be that the E phA 2-E FN A 4
Reactive
EphA2
CD31
Figure 1. EphA2 is differentially expressed in the CD31+ vascular vessels of human lymph nodes. 
Eight pm thick cryosections from human lymph node biopsies of either control subjects (reactive 
lymph node) (left) or CLL patients (right) were immunostained with a primary polyclonal antibody 
for human EphA2 followed by AlexaFluor-546 conjugated specie-specific secondary antibody 
(shown in red) and an AlexaFluor-488 conjugated anti human CD31 (shown in green). Represen­
tative experiments are shown. Fluorescence images were acquired with a confocal microscope 
(Leica TCS-SP2 AOBS; Objective: 20x multi-immersion, 1.20 NA).
mediated cell outcomes are also sub­
jected to modulation by the endotheli­
al-presented chemokines. Under shear 
flow conditions, leukocyte crawling onto 
endothelium is largely dictated by the 
endothelial-presented chemokines which 
coordinate spatio-temporal changes o f the 
integrin mediated bonds,^* a process where 
E phA 2-EFN A 4 interactions are likely to 
contribute. On this respect, evaluation o f  
the E phA 2-E FN A 4 signaling in lympho­
cyte T E M  under shear flow conditions is 
mandatory.
The wide spectrum of biological 
cell processes and developmental stages 
orchestrated by E p h /E F N  signaling relies 
on cross-communication with multiple 
signaling p a t h w a y s . T h u s ,  they can 
regulate and be regulated by several other 
molecules including cell adhesion mol­
ecules, chemokine receptors or extracellu­
lar matrix components. O n this regard, it 
remains to be further investigated the pos­
sible cross-talk between EphA 2-E FN A 4  
signaling and that generated by other 
molecules involved in lymphocyte T E M  
including ectoenzymes," cell adhesion
molecules and the endothelial-presented 
chemokines but also from other E ph/E FN  
members.
Contextualizing EphA2-EFNA4  
Interactions as Possible Guiding  
Cues during TEM
EphA2 accumulates at inter-endothelial 
cell junctions and is evenly distributed on 
the luminal surface o f T N F a  activated 
H U V E C  m o n o l a y e r s . E p h A 2  aggre­
gated on the surface o f H U V E C s  upon 
incubation with EFNA4-Fc complexes 
and the EphA 2-EFNA4Fc complexes were 
transcytosed toward a peri-nuclear basal 
location within 60 m i n u t e s . T h i s  was 
accompanied by IC A M -1  and V C A M -1  
sequestration into endothelial vesicles "^’ 
reminiscent of the vesiculo-vacuolar 
organelles (V V O ) or caveolae that have 
been related with the formation o f a trans- 
cellular pore during leukocyte diapedesis 
through endothelium (trans-cellular route 
of migration)
Besides, an increasing body o f knowl­
edge supports the notion that EphA2
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expressed at endothelial and epithelial 
boundaries could contribute to the regula­
tion o f paracellular permeability at these 
tissue barriers through cross-talk w ith the 
junctional molecular machinery.^'''’” '*® In 
the context o f paracellular TEM  o f leuko­
cytes, repulsive signals delivered through 
EphA2-EFNA4 interactions could con­
tribute to the weakening o f endothelial 
cell adherens junctions in cooperation 
with the endothelial lateral border recy­
cling compartment (LBRC)^ that sur­
rounds migrating leukocyte. In support o f 
this, our experiments showed that trans­
migrating lymphocytes, especially normal 
B-cells, were surrounded by endothelial 
EphA2.
Thus, it is tentative to speculate that 
EphA2-EFNA4 interaction could partici­
pate in orchestrating the migratory path- 
finding during TEM  through regulating 
the dynamic podosome-like protrusions 
extended by crawling lymphocytes and/or 
in the regulated formation o f endothelial 
trans-cellular pores used for transcellular 
migration and/or the paracellular route.
The CLL Context
We have proposed a model o f EFNA4 reg­
ulated extravasation o f lymphocytes which 
is based on the realization that the defec­
tive adhesion and TEM  o f CLL cells can be 
linked to overexpression o f this molecule.^'’ 
Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a 
lymphoproliferative disorder character­
ized by peripheral lymphocytosis o f CD5^ 
malignant B-cells w ith varying degrees 
o f lymphoid tissue dissémination.”*”^  ^ In 
accordance with our study,several lines 
o f evidence support the notion that CLL 
cells have an impaired migration into tis­
sues which can be linked to an adhesion 
deficiency to
CLL cells form proliferation centers 
or “pseudofollicles” w ithin the infiltrated 
lymphoid tissues that can contribute to 
their survival and/or expansion^” ”” and 
also to the enlargement o f lymph nodes 
or clinical lymphadenopathy observed 
in some patients.”' A  defective egress o f 
the CLL cell population leading to their 
retention w ithin tissues has also been 
proposed but not firm ly demonstrated.”  ^
In such case, it is tentative to speculate 
that EFNA4 overexpression could be also
implicated in a hypothetical defective 
egress o f the CLL cell population that 
remains to be investigated.
Remarkably, signaling through EFNA4 
further impairs CLL TEM  in v i t r o ,s u g ­
gesting that management o f this molecule 
could have a therapeutic potential through 
preventing their dissemination in the 
more severe cases. However, the challenge 
for the future is to assay its applicability 
through in vivo human-animal models 
and to clearly ascertain the specificity and/ 
or side effects derived from EFNA4 signal­
ing in CLL therapy.
Concluding Remarks
CLL could represent a “natural model” 
which has allowed the identification of 
EphA2-EFNA4 interaction as a putative 
new molecular mechanism which may 
govern lymphocyte trafficking in certain 
conditions. As indicated above, the dif­
ferential expression o f EphA2 in the HEV 
o f non-CLL lymph nodes may be indica­
tive o f specific leukocyte recruitment and/ 
or pathologic states which need further 
attention.
In conclusion, through orchestrating 
the cell adhesion dynamic events that take 
place during TEM , the EphA2-EFNA4 
interaction could contribute to the migra­
tory path-finding o f lymphocytes through 
endothelial vessels.
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